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RÉSUMÉ  
Le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) est caractérisé par des dommages au 
niveau de la barrière alvéolo-capillaireUpVXOWDQWHQODIRUPDWLRQG¶XQ°GqPHSXOPRQDLUH
et une réponse inflammatoire exacerbée. Sans résolution rapide de ces paramètres, le 
syndrome progresse YHUVOHGpYHORSSHPHQWGHILEURVHPHQDQWjO¶LQVXIILVDQFHUHVSLUDWRLUH
Or, iODpWppWDEOLTXHODUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHHVWXQHpWDSHFUXFLDOHSRXUOD
résolution du SDRA. Une meilleure compréhension des mécanismes de réparation de 
O¶pSLWKpOium alvéolaire est donc nécessaire afin de proposer de nouvelles thérapies pour le 
6'5$SRXUOHTXHODXFXQWUDLWHPHQWHIILFDFHQ¶H[LVWH Il a été montré que les mécanismes 
de réparation sont régulés par des protéines membranaires, non seulement par les 
récepteurs aux facteurs de croissance et les intégrines, mais également par les canaux 
ioniques, en particulier les canaux potassiques. 
 
L¶REMHFWLISULQFLSDOGHFHWWHpWXGHétait donc de caractériser O¶LPSDFWGHla modulation des 
canaux potassiques KCa3.1 et KvLQT1 dans la résolution du SDRA. 
Dans un premier temps, nos résultats ont montré le rôle coopératif du canal potassique 
.&DGHODPDWULFHH[WUDFHOOXODLUHHWGHO¶LQWpJULQH-ȕGDQVOHVprocessus de réparation 
GHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHin vitro. Nous avons montré que la matrice de fibronectine et le 
KCa3.1 étaient impliqués dans la migration et dans la réparation de monocouches de 
cellules alvéolaires de cultures primaires de rat.  
Dans un deuxième temps, nous avons étudié O¶LPSDFWGe la modulation du canal potassique 
KvLQT1 dans certains aspects physiopathologiques du SDRA jO¶DLGHGHPRGqOHVin vivo. 
1RXVDYRQVPRQWUpTXH.Y/47Q¶pWDLWSDVVHXOHPHQWLPSOLTXpGDQVOHVPpFDQLVPHVGH
UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH PDLV pJDOHPHQW GDQV OD UpVRUSWLRQ GH O¶°GqPH
pulmonaire et la résolution de la réponse inflammatoire. 
Nos résultats démontrent que les canaux potassiques, tels que KCa3.1 et KvLQT1, 
pourraient être identifiés en tant que cibles thérapeutiques potentielles pour le SDRA. 
 
Mots-clés : Syndrome de détresse respiratoire aiguë, épithélium alvéolaire, canaux 
SRWDVVLTXHV.&D.Y/47UpSDUDWLRQpSLWKpOLDOH°GqPHSXOPRQDLUHLQIODPPDWLRQ  
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ABSTRACT   
Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by alveolar-capillary barrier 
damage, resulting in the formation of pulmonary oedema and an exacerbated inflammatory 
response. Without rapid recovery of these parameters, there is a gradual development of 
fibrosis, leading to respiratory failure. It has been established that alveolar regeneration is 
a critical step for the resolution of ARDS. A better understanding of alveolar epithelial 
repair mechanisms is hence necessary to identify new therapies for ARDS, for which no 
effective treatment exist. It has been shown that repair mechanisms are regulated by 
membrane proteins, not only by growth factor receptors and integrins, but also by ion 
channels, in particular potassium channels. 
 
Therefore, the main objective of this study was to characterize the impact of KCa3.1 and 
KvLQT1 potassium channels modulation in the resolution of ARDS. 
First, our results have shown the cooperative role of the potassium channel KCa3.1, the 
extracellular matrix and the ȕ1-integrin in alveolar epithelial repair processes in vitro. 
We have shown that the fibronectin matrix and KCa3.1 are involved in the migration and 
repair of primary cultures of rat alveolar cell monolayers. Our data also revealed a putative 
relationship between Kca3.1 and the ȕ1-integrin. 
Second, we studied the impact of KvLQT1 potassium channel modulation on ARDS 
pathophysiological aspects with in vivo models. We showed that KvLQT1 was not only 
involved in alveolar epithelial repair, but also in the resolution of pulmonary oedema and 
inflammatory response. 
 
Taken together, our data demonstrate that potassium channels, such as KCa3.1 and 
KvLQT1, may be identified as potential therapeutic targets for the resolution of ARDS. 
 
Keywords: Acute respiratory distress syndrome, alveolar epithelium, potassium channels, 
KCa3.1, KvLQT1, epithelial repair, pulmonary edema, inflammation  
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Chapitre 1 ± Introduction 
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1.1 Anatomie du système respiratoire 
Le système respiratoire est le lieu des échanges gazeux essentiels au fonctionnement du 
FRUSV KXPDLQ VRLW O¶DEVRUSWLRQ G¶oxygène (O2 HW O¶pOLPLQDWLRQ GH GLR[\GH GH FDUERQH
(CO2/¶DLULQVSLUpSDUOHQH]RXODERXFKHWUDYHUVHOHSKDU\Q[HWOHODU\Q[DYDQWGHVH
retrouver dans la trachée qui se divise ensuite HQEURQFKHV/¶DLUSRXUVXLWVRQFKHPLQSDU
O¶DUEUH EURQFKLTXH MXVTX¶j OD SDUWLH OD SOXV GLVWDOH FRPSRVpH GHV EURQFKLROHV HW GHV
DOYpROHV/HV\VWqPHUHVSLUDWRLUHSHXWVHGLYLVHUHQGHX[SDUWLHVVRLWO¶DSSDUHLOVXSpULHXU
et inférieur (Fig.1) 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Anatomie du système respiratoire 
Schématisation des différentes parties du système respiratoire supérieur et inférieur humain. 
(Modifié de LadyofHats et tiré de Sobotta et al., 1997 et de Drake et al., 2010) 2,3. 
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Systèmes respiratoires supérieur et inférieur  
Le système respiratoire supérieur est composé des voies aériennes extra-pulmonaires 
regroupant les fosses nasales, le pharynx, le larynx, la trachée et les bronches souches 1. Le 
système respiratoire inférieur est quant à lui composé de voies intra-pulmonaires 
comprenant les bronches principales, lobaires (secondaires) et segmentaires (tertiaires) 
ainsi que les bronchioles et alvéoles.  
 
HistologiHGHO¶pSLWKpOLXPGXV\VWqPHUHVSLUDWRLUHLQIpULHXU 
Les types cellulaires constituaQWO¶pSLWKpOLXPYDULHQWOHORQJGHO¶DSSDUHLOUHVSLUDWRLUHafin 
de remplir les fonctions spécifiques à chaque portion (Fig.2 /¶DSSDUHLO UHVSLUDWRLUH
inférieur peut être subdivisé selon sa fonctionnalité, soit en zone de conduction ou en zone 
respiratoire 1. 
Figure 2. Structure de 
O¶pSLWKpOLXPGXV\VWqPH
respiratoire en fonction des zones 
des voies aériennes et alvéoles 
6FKpPDWLVDWLRQGHO¶pYROXWLRQGHOD
VWUXFWXUHGHO¶pSLWKpOLXP de la zone 
conductrice du système respiratoire, 
de la trachée MXVTX¶DX[EURQFKLROHV
terminales, et de la zone 
respiratoire, des bronchioles 
respiratoires aux alvéoles. (Repéré 
et modifié de http://open.umich.edu 
/ education/med/resources/second -
look-series/materials). 
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1.1.1 Zone de conduction  
6HSURSDJHDQWGHVFDYLWpVQDVDOHVMXVTX¶DX[EURQFKHVSULQFLSDOHVOD]RQHGHFRQGXFWLRQ
achemine et humidifie O¶DLUYHUV ODSRUWLRQGLVWDOHGXV\VWqPH UHVSLUDWRLUH LQIpULHXU$X
QLYHDXSUR[LPDOO¶pSLWKpOLXPSVHXGRVWUDWLILpWUDFKpREURQFKLTXHHVWFRPSRVpGHFHOOXOHV
EDVDOHV TXLPDLQWLHQQHQW O¶DUFKLWHFWXUH GX WLVVX pSLWKpOLDO 1 et de cellules sécrétrices de 
mucus qui permettent G¶HPSULVRQQHU OHV bactéries, poussières ou autres agents irritants 
inhalés 1. Des cellules ciliées sont également trouvées qui, de par le battement synchronisé 
et régulier de leurs cils, permettent de déplacer le mucus produit par les cellules sécrétrices 
et glandulaires vers le système digestif ainsi que des cellules club qui sont des cellules 
sécrétrices non-ciliées 1 (Fig.3). Le rôle principal de la zone de conduction est de purifier 
O¶DLUV¶DFKHPLQDQWYHUVODSDUWLHGLVWDOHGHVSRXPRQV ; lHVpFKDQJHVJD]HX[Q¶Rnt pas lieu 
à ce niveau anatomique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Épithélium de la zone de conduction 
3KRWRJUDSKLHSDUPLFURVFRSLHRSWLTXHG¶XQHFRXSHKLVWRORJLTXHG¶XQpSLWKpOLXPEURQFKLTXHFRORUp
j O¶KpPDWR[\OLQH-éosine représentant les différents types cellulaires, soit les cellules ciliées, 
sécrétrices et basales ainsi que la lame basale (pointillés). (Modifié de Losa et Chanson, 2015) 4. 
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1.1.2 Zone respiratoire  
La zone respiratoire, composée des bronchioles respiratoires et alvéoles, est le site des 
échanges gazeux entre le système respiratoire et la circulation sanguine par le biais des 
capillaires alvéolaires. Les poumons sonWFRQVWLWXpVG¶HQYLURQPLOOLRQVG¶DOYpROHVHW
FKDFXQHG¶HOOHs peut être associée à plus de 1000 capillaires 1. Les alvéoles occupent la 
SOXVJURVVHSRUWLRQGHO¶DSSDUHLOUHVSLUDWRLUHVRLWHQYLURQ5 HWF¶HVWODSDUWLHGXFRUSV
humain qui est la SOXVHQFRQWDFWDYHFO¶HQYLURQQHPHQWH[WpULHXUVRLWHQYLURQP2 6. 
/¶pSLWKpOLXP Uespiratoire, par rapport à celui des voies aériennes, est plus mince et 
prismatique, favorisant ainsi les échanges gazeux. Les alvéoles sont majoritairement 
composées de deux types de cellules épithéliales alvéolaires, les ATI et ATII (alveolar 
epithelial type I,II cells), formant une couche cellulaire avec des jonctions serrées (Fig.4) 
et des macrophages résidents y sont aussi retrouvés 7.   
 
 
Figure 4. 6WUXFWXUHG¶XQHDOYpROHVDLQH 
Schématisation des différentes cellules et composantes 
retrouvées au niveau alvéolaire (alveolar air space) et 
endothélial : la membrane basale épithéliale (epithelial basement 
membrane), les cellules alvéolaires ATI et ATII (type I et type II 
cell), les macrophages alvéolaires (alveolar macrophages), la 
couche de surfactant alvéolaire (surfactant layer), les fibroblastes 
(fibroblast), les capillaires (capillary), la membrane basale 
endothéliale (endothelial basement membrane), les cellules 
endothéliales (endothelial cell) et les globules rouges (red cell). 
(Modifié de Ware et Matthay, 2000) 8.  
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1.1.2.a Les cellules alvéolaires de type I  (ATI) 
Les cellules alvéolaires de type I (ATI) recouvrent la plus grande portion des alvéoles. En 
effet, même si ce ne sont pas les cellules les plus nombreuses, ces cellules squameuses de 
forme allongée et aplatie (50 à ȝPGHGLDPqWUHUHFRXYUHQWDSSUR[LPDWLYHPHQW
GHO¶HVSDFHDOYpRODLUH9,10. 
 
 
Fonctions des cellules alvéolaires de type I  (ATI ) 
/HV$7,FRQVWLWXHQWDYHFOHV$7,,ODEDUULqUHpSLWKpOLDOHpWDQFKHVpSDUDQWO¶DLUFRQWHQX
GDQVOHVDOYpROHVGHVYDLVVHDX[VDQJXLQVJUkFHDX[MRQFWLRQVVHUUpHVTX¶HOOHVIRUPHQW11. 
&HWWH EDUULqUH HPSrFKH O¶LQWUXVLRQ GDQV O¶RUJDQLVPH GH WR[LQHV SDUWicules ou 
microorganismes inhalés. En plus de participer aux différents échanges gazeux, les ATI 
SDUWLFLSHQWDXVVLjO¶KRPpRVWDVLHGHVWUDQVSRUWVOLTXLGLHQVHWLRQLTXHVJUkFHDX[FDQDX[HW
WUDQVSRUWHXUVLRQLTXHVTX¶HOOHVH[SULPHQWsection 1.2) 12, 13. 
 
1.1.2.b Les cellules alvéolaires de type I I  (ATI I ) 
/¶pSLWKpOLum alvéolaire est recouvert à 4% par des cellules alvéolaires de type II. Celles-ci 
sont certes plus petites en surface que les ATI, dû à leur forme cuboïde, mais elles sont 
plus nombreuses et forment plus de 60% des cellules alvéolaires 14.  
 
Fonctions des cellules alvéolaires de type I I  (ATI I ) 
Les ATII sont dites progénitricHV  VXLWH j XQH DJUHVVLRQ RX OpVLRQ GH O¶pSLWKpOLXP
alvéolaire, elles sont impliquées dans les différents mécanismes de réparation 15. En effet, 
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contrairement aux ATI, elles sont capables de plasticité cellulaire, soit de perdre leur 
SKpQRW\SH GH SUROLIpUHU SXLV GH VH UHGLIIpUHQFLHU HQ FHOOXOHV$7, RX$7,, /¶LQWpJULWp
VWUXFWXUHOOHHWIRQFWLRQQHOOHGHOD]RQHUHVSLUDWRLUHUHSRVHPDMRULWDLUHPHQWVXUO¶LQWpJULWp
même des ATII. Une anomalie ou dysfonctionnement de leur fonction ou de leur structure 
SHXW DYRLU GH JUDYHV FRQVpTXHQFHV FRPPH XQHPDXYDLVH UpJpQpUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP
DOYpRODLUHRXO¶DSSDULWLRQGHILEURVH16,17.  
Tout comme les cellules ATI, la polarité et la présence de plusieurs canaux et transporteurs 
ioniques permettent aux ATII de participer activement aux transports ioniques et liquidiens 
18. 
Une autre fonction de ces cellules est la participation aux mécanismes de défenses de 
O¶HQYLURQQHPHQWDOYpRODLUHEn effet, les ATII sont impliquées dans la réponse immunitaire 
et inflammatoire via la signalisation et la sécrétion de cytokines et de chimiokines (section 
1.3). Finalement, elles sécrètent le surfactant alvéolaire, responsable de la stabilité 
alvéolaire 18,19,20,21,22. 
 
Surfactant alvéolaire  
Le surfactant est une substance composée de lipoprotéines sécrétée par les corps 
lamellaires des cellules ATII 18. Il forme une fine couche de liquide (4nm) qui recouvre la 
WRWDOLWpGHODVXUIDFHGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHFig.5) 23,24. Le surfactant est essentiel pour 
le développement des poumons et pour le maintien de leur fonction. En effet, il prévient 
O¶DIIDLVVHPHQWGHVDOYpROHVDWpOHFWDVLHORUVGHO¶H[SLUDWLRQHWIDFLOLWH OHXUH[SDQVLRQDX
FRXUVGHO¶LQVSLUDWLRQHQUpGXLVDQWODWHQVLRQGHVXUIDFHH[LVWDQWjO¶LQWHUIDFHDLU-liquide au 
QLYHDXGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH1. Le surfactant a aussi un rôle dans la régulation de la 
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réponse inflammatoire, dans la défense contre les agents oxydants ou infectieux 6 et dans 
la réparation tissulaire 23,15. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Production du surfactant alvéolaire par les cellules ATII  
Les ATII (type II epithelial cell) sont responsables de la production du surfactant qui tapisse la 
SDURLH[WHUQHGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHfunctional coating of surfactant) via leur appareil de Golgi 
(Golgi complex) et les corps lamellaires (lamellar bodies). Espace alvéolaire : air space, vésicules 
lipidiques : lipid vesicles, macrophage alvéolaire : alveolar macrophage, interface air-liquide : air-
liquid interface, fluide : fluid, cellule alvéolaire de type I (ATI) : type I epithelial cell, noyau : 
nucleus, petites vésicules : small vesicles, recyclage : recycling, sécrétion : secretion, tubules de 
myéline : tubular myelin (Modifié de Raghavendran et al.,2011) 25. 
 
 
Le surfactant est formé de glycérophospholipides, de cholestérol et de protéines 18. La 
concentration en protéines du surfactant est cruciale pour sa stabilité. Quatre protéines 
associées au surfactant (surfactant associated proteins, SP) ont été identifiées: SP-A, SP-
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B, SP-C et SP-D, toutes produites par les granules de sécrétion des corps lamellaires des 
ATII et ayant des fonctions spécifiques 26.  
La SP-A aide à maintenir les réserves de surfactant au niveau intra et extracellulaire et 
occupe aussi un rôle dans les mécanismes de défenses 27,28. Les SP-B et SP-C participent 
majoritairement à la prévention de O¶DWpOHFWDVLHGHVDOYpROHV/D63-B joue également un 
rôle dans la régulation de la SP-C et a aussi des propriétés anti-inflammatoires 28. La SP-D 
LQWHUDJLWGLUHFWHPHQWDYHFOHVSDWKRJqQHVFRPPHOHYLUXV$GHO¶LQIOXHQ]DHWODEDFWpULH
Pseudomonas aeruginosa, lui conférant un rôle dans les mécanismes de défense 27. 
Une déficience au niveau de la sécrétion des protéines de surfactant peut occasionner des 
conditions pathologiques sévères. Par exemple, une absence complète de production de la 
SP-B peut causer le syndrome de détresse respiratoire du nouveau-né, pouvant mener à 
O¶LQVXIILVDQFH UHVSLUDWRLUH 28. Certaines conditions pathologiques, telles que 
O¶LQIODPPDWLRQ OH UHPRGHODJH FKURQLTXH GHV VWUXFWXUHV DOYpRODLUHV DLQVL TXH OHV
SQHXPRQLHVLGLRSDWKLTXHVLQWHUVWLWLHOOHVSHXYHQWUpVXOWHUG¶XQHGpILFLHQFHHQSURGXFWLRQGH
SP-C 6,29. Les niveaux faibles de SP-C ont aussi pu être notés dans des lavages broncho-
alvéolaires (bronchoalveolar lavages, BAL) de patients souffrant de maladies pulmonaires 
dont le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) 25. Une GpIDLOODQFHGHO¶DFWLYLWpGX
surfactant et une altération dans sa composition peuvent affecter les fonctions pulmonaires 
des patients, notamment par une baisse de la compliance pulmonaire 25. 
 
1.2 Transports ioniques et des fluides alvéolaires                         
(QSOXVGHSDUWLFLSHUDX[pFKDQJHVJD]HX[O¶pSLWKpOLXPalvéolaire participe activement à 
ODUpJXODWLRQGHO¶KRPpRVWDVLHLRQLTXH et liquidienne en contrôlant les transports des ions 
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et des fluides. Au niveau alvéolaire, ces transports se font par diffusion de la voie 
paracellulaire et par voie transcellulaire impliquant des protéines de transport. Ceci permet 
GHFUpHUXQJUDGLHQWLRQLTXHHQWUHO¶HVSDFHDOYpRODLUHHWLQWHUVWLWLHOHWDLQVLGHFRQWU{OHUOD
réabsorption de liquide. Hormis la mince couche liquidienne que forme le surfactant, 
O¶HVSDFH DOYpRODLUH VH GRLW G¶rWUH pratiquement exempt de liquide ou en mesure de 
O¶pOLPLQHU(QHIIHW FKH] OHVSDWLHQWVDWWHLQWVGH6'5$XQERQ LQGLFHGHFODLUDQFHGHV
IOXLGHVDOYpRODLUHVHVWVRXYHQWVLJQHG¶XQSURQRVWLF favorable 30. 
 
1.2.1 Voie paracellulaire 
Les jonctions serrées que forment les cellules alvéolaires ATI et ATII préservent une 
pWDQFKpLWpHQWUHO¶HVSDFHDOYpRODLUHHWO¶HVSDFHLQWHUVWLWLHO&HVMRQFWLRQVUHVWHQWWRXWHIRLV
perméables aux ions Na+, Cl-, K+ DLQVLTX¶DX[PROpFXOHVG¶HDX31. Ce transport ionique et 
liquidien par voie paracellulaire se fait par voie de diffusion passive, suivant le gradient 
LRQLTXHUHWURXYpHQWUHO¶HVSDFHDOYpRODLUHHWLQWHUVWLWLHO32. 
 
1.2.2 Voie transcellulaire 
/¶KRPpRVWDsie ionique et liquidienne est aussi orchestrée par du transport actif et passif au 
travers de la barrière alvéolo-capillaire. La voie transcellulaire implique plusieurs types de 
protéines spécialisées dans le transport des ions et qui sont exprimées à la membrane 
apicale et basolatérale des ATI et ATII. Ces protéines de transports comprennent la pompe 
Na+/K+ATPase, qui QpFHVVLWH O¶K\GURO\VHGH O¶$73SRXU WUDQVSRUWHUDFWLYHPHQW OHV LRQV
contre leur gradient, ainsi que les co-transporteurs qui permettent le transport dit 
secondairement actif des ions, suivant le gradient électrochimique créé par la pompe 
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Na+/K+ATPase 32. Les canaux et les transporteurs exprimés aux membranes des cellules 
épithéliales sont sélectifs pour certains ions et/ou molécules, permettant ainsi les échanges 
G¶LRQV&O-, Na+, K+ HWGHPROpFXOHG¶HDX31 (Fig.6). 
 
 
Figure 6. Transports ioniques et liquidiens au QLYHDXGHVFHOOXOHVpSLWKpOLDOHVGHO¶pSLWKpOLXP
alvéolaire 
Schématisation des transports ionique et liquidien, des canaux et co-transporteurs des cellules ATI 
et ATII. Au niveau de la membrane apicale, sont exprimés les canaux sodiques (CNG : cyclic 
nucleotide-gated, HSC : highly selective cation, NSC : nonselective cation), le canal chlorure 
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), des canaux potassiques (canaux K+) 
et les aquaporines (AQP). La pompe Na+/K+ATPase (Na+/K+-ATPase), le co-transporteur 
Na+K+2Cl- (NaK2CL) ainsi que des canaux potassiques sont exprimés au niveau de la membrane 
basolatérale. (Modifié de Bardou et al., 2009) 33. 
 
 
1.&DQDX[HWWUDQVSRUWHXUVDXQLYHDXGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
/¶H[SUHVVLRQjODPHPEUDQHEDVRODWpUDOHGHODSRPSHNa+/K+ATPase permet la sortie de 
trois ions sodiques (Na+) FRQWUH O¶HQWUpHGHGHX[ LRQVSRWDVVLTXHV (K+). /¶DFWLYLWpGH OD
pompe permet de créer un gradient électrochimique favorable à la réabsorption du Na+. 
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/¶HIIOX[G¶LRQV.+ est quant à lui produit par des canaux potassiques, notamment par le 
canal voltage-dépendant KvLQT1, le canal potassique activé par le calcium KCa3.1 et le 
canal à rectification entrante KATP 34. Les cellules alvéolaires expriment également des 
canaux et transporteurs ioniques au niveau de leur membrane apicale, notamment des 
canaux potassiques qui permettent la sortie des ions K+, des canaux chlorures et sodiques, 
dont le canal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) et le canal 
ENaC (epithelial sodium channel). Le canal sodique ENaC et les canaux potassiques 
KvLQT1 et KCa3.1 seront décrits plus en détails dans les prochaines sections. 
 
1.2.3.1 Canal sodique ENaC (epithelial sodium channel) 
Le canal ENaC est un canal indépendant du voltage, sensible à O¶DPLORULGHGLXUpWLTXH,O
est exprimé dans plusieurs tissus et épithéliums, notamment au niveau des intestins, des 
reins, des voies aériennes et des alvéoles, où il est exprimé à la membrane apicale des 
cellules ATI et ATII 34.  
 
Structure du canal sodique ENaC 
Les études moléculaires portant sur ENaC ont permis de mettre en évidence que le canal 
est composé de trois sous-unités homologues; il est formé minimalement de deux sous-
XQLWpVĮG¶XQHVRXV-XQLWpȕHWG¶XQHVRXV-XQLWpȖ7,35 (Fig.7). Au niveau alvéolaire, le canal 
SHXW DXVVL rWUH IRUPp G¶XQH FRPELQDLVRQ LPSOLTXDQW Xne sous-unité į, initialement 
découverte au niveau du cerveau 36. /¶Į-ENaC est la sous-XQLWpOLpHjO¶DFWLYLWp du canal; 
les sous-XQLWpVȕHWȖVRQWLQFDSDEOHVjHOOHVVHXOHVGHIRUPHUXQFDQDOIRQFWLRQQHO31. La 
formation du canal avec les trois différentes sous-unités offre une très haute sélectivité aux 
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cations Na+. Chaque sous-unité possède un domaine extracellulaire qui représente environ 
70% de la sous-unité 31 et deux domaines transmembranaires. Les deux extrémités N-
terminale (NH2+) et C-terminale (COOH-) des sous-unités sont localisées au niveau du 
F\WRSODVPHHWVRQWLPSOLTXpHVGDQVODPRGXODWLRQGHO¶DFWLYLWpGXFDQDO31. 
 
Figure 7. Représentation schématique de la 
topologie transmembranaire du canal 
sodique ENaC 
Composition homologue du canal sodique 
ENaC fonctionnel formée de 2 sous-XQLWpVĮ
sous-XQLWp ȕ HW  VRXV-XQLWp Ȗ &haque sous-
unité est constituée de deux domaines 
transmembranaires. Le pore formé par les 
quatre sous-unités permet le passage des ions 
Na+ GHO¶H[WpULHXUGHODFHOOXOHYHUVO¶LQWpULHXU
(Modifié de Gormley et al., 2003) 35.  
 
 
Fonctions du canal sodique ENaC 
/¶DEVRUSWLRQGHVLRQVVRGLTXHVGHO¶HVSDFHDOYpRODLUHHVWPDMRULWDLUHPHQWIDLWHSDUOHFDQDO
ENaC, qui est exprimé à la membrane apicale des cellules ATI et ATII. Le canal ENaC, 
avec la pompe Na+/K+ATPase, participent donc au contrôle de O¶DEVRUSWLRQGHIOXLGHTXL
suit le gradient sodique, GH O¶HVSDFH DOYpRODLUH YHUV O¶LQWHUVWLWLXP /D VRUWLH GH1D+ au 
niveau basolatéral par la pompe Na+/K+ATPase crée un déséquilibre des charges qui résulte 
en un potentiel membranaire négatif de -P9IDYRULVDQWO¶HQWUpHGHVRGLXPDXQLYHDu 
apical par le canal ENaC 33.  
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Le canal ENaC permet la réabsorption de fluides pulmonaires à la naissance et il est 
LPSOLTXpGDQVODUpVRUSWLRQGHO¶°GqPHSXOPRQDLUHHQFRQGLWLRQVSDWKRORJLTXHV 37. Son 
rôle essentiel a été démontré via un modèle de souris déficientes pour la sous-unité alpha 
GX FDQDO Į-ENaC -/-); ces souris VRQW LQFDSDEOHV G¶pOLPLQHU OH OLTXLGH DOYpRODLUH j OD
naissance et PHXUHQWG¶XQHGpWUHVVHUHVSLUDWRLUH en moins de 40 heures 38. Les propriétés 
HWIRQFWLRQVGXFDQDO(1D&HQIRQWXQHFLEOHWKpUDSHXWLTXHSRWHQWLHOOHSRXUWUDLWHUO¶°GqPH
pulmonaire, notamment chez les patients atteints de SDRA.  
 
Régulation du canal sodique ENaC 
Plusieurs études ont caractérisé les mécanismes (transcriptionnels, traductionnels et post-
WUDGXFWLRQQHOVGHUpJXODWLRQGXFDQDO(1D&/¶LQWpJULWpGHODPHPEUDQHSODVPLTXHGHV
cellules influence également le canal. /¶DXJPHQWDWLRQG¶$03FDSUqVVWLPXODWLRQSDUOD
vasopressine et les agonistes ȕ-DGUpQHUJLTXHV IDYRULVH O¶DFWLYDWLRQ GH OD YRLH GH
signalisation de la protéine kinase A (PKA), augmentant ainsi la translocation de la 
protéine ENaC à la membrane apicale 39. Il est important de noter que la PKA active 
également les canaux chlorures et potassiques, créant ainsi un gradient ionique qui favorise 
le transport extracellulaire des fluides. /¶KRUPRQH DOGRVWpURQH HW OHV JOXFRFRUWLFRwGHV
PRGXOHQW O¶H[SUHVVLRQG¶(1D& 40, tandis que lHV DJRQLVWHVȕ-adrénergiques augmentent 
O¶DFWLYLWpGXFDQDOHWODFODLUDQFHGHVOLTXLGHValvéolaires 40. Il a également été montré au 
laboratoire que les canaux potassiques voltage-dépendant KvLQT1 et à rectification 
entrante KATP PRGXOHQW O¶H[SUHVVLRQGXFDQDO(1D&GDQV les cellules alvéolaires 37. En 
HIIHWO¶DFWLYDWLRQGX.Y/47HWGX.ATP DXJPHQWHO¶DFWLYLWpGXSURPRWHXUGHODVRXV-unité 
Į-ENaC et son expression génique et SURWpLTXH¬O¶LQYHUVHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXH
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HWPROpFXODLUHGHFHVFDQDX[SRWDVVLTXHVDSRXUHIIHWGHGLPLQXHUO¶H[SUHVVLRQG¶Į-ENaC 
en réduisaDQWO¶DFWLYLWpGHson promoteur 37.  
 
1./HVFDQDX[SRWDVVLTXHVGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
Plus de 30 canaux potassiques différents VRQW H[SULPpVSDU OHV FHOOXOHVGH O¶pSLWKpOLXP
pulmonaire ; ils sont notamment localisés à la membrane apicale et basolatérale des cellules 
alvéolaires ATI et ATII (Fig.7) 33. Ils assurent ainsi le transport des ions potassiques de 
SDUWHWG¶DXWUHGHODPHPEUDQHplasmique des cellules, participant ainsi à créer un potentiel 
de membrane favorisant le transport ionique et OLTXLGLHQ JUkFH j O¶pWDEOLVVHPHQW GHV
gradients électrochimiques. Ces canaux sont aussi impliqués dans la régulation du pH au 
niveau épithélial et du volume cellulaire 33,41,ODpJDOHPHQWpWpGpPRQWUpTX¶LOVRQWXQU{OH
dans la régulation des mécanismes de migration et de prolifération cellulaire, notamment 
des cellules épithéliales (section 1.5) 41. Le nombre de segments transmembranaires (STM, 
2, 4 ou 6) des canaux potassiques, ainsi que leur PRGH G¶DFWLYDWLRQ SHUmettent leur 
classement (Fig.8).  
 
Figure 8. Arbre phylogénique des canaux 
K+ de O¶pSLWKpOLXPUHVSLUDWRLUH 
Ségrégation par couleur des différentes classes 
de canaux K+ : 2 STM à rectification entrante 
(vert, schématisation de la topologie 
transmembranaire), 4 STM à deux pores (bleu), 
6 STM dépendants du voltage (orange, 
schématisation de la topologie 
transmembranaire) et activés par le calcium 
(rouge). (Bardou et al., 2009) 33. 
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Les canaux potassiques exprimés au niveau de O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH VH UHJURXSHQW
principalement en trois classes, les canaux K+ à 6 STM dépendants du voltage ou activés 
par le calcium, les canaux K+ à 4 STM à deux pores et les canaux K+ à 2 STM à rectification 
entrante. Le canal voltage-dépendant KvLQT1, le canal potassique activé par le calcium 
KCa3.1, le canal à 2 STM à rectification entrante KATP ainsi que le canal à deux pores 
TREK-1 semblent toutefois jouer un rôle majeur dans la régulation des transports ionique 
HW OLTXLGLHQ DLQVL TXH GDQV OD UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP SXOPRQDLUH 33,42,43. Les canaux 
KvLQT1 et KCa3.1 seront décrits plus en détails dans les prochaines sections. 
 
1.2.3.2.a Canal potassique KvLQT1 
Codé par le gène KCNQ1 (| 400kb), le canal KvLQT1 (Kv7.1) fait partie de la famille des 
canaux potassiques à 6 STM dépendants du voltage. Le syndrome cardiaque du long QT 
(LQTS1), pouvant causer des arythmies et des fibrillations ventriculaires, est souvent 
associé à une mutaWLRQGXJqQH.&14G¶ROHQRPKvLQT1 44. Les souris déficientes 
pour le KCNQ1 (Kcnq1 -/-) sont atteintes de surdité, en plus de présenter des problèmes 
arythmiques, gastriqueVHWGH O¶pTXLOLEUH 44,45$XQLYHDXGH O¶pSLWKpOLXPSXOPRQDLUH OH
canal KvLQT1 est exprimé à la membrane basolatérale des cellules ATII ; des complexes 
formés de différentes sous-unités du canal sont aussi exprimées au niveau apical 37,44. 
 
Structure du canal potassique KvLQT1 
Le canal KvLQT1 est composé de 6 STM et de deux sous-unités. La sous-XQLWpĮGXFDQDO
KvLQT1 (KCNQ1) comporte le domaine sensible au voltage (4e STM riche en acides 
aminés chargés positivement) et le pore du canal se trouve entre le 5e et 6e STM (Fig.9A). 
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Les extrémités NH2+ et COOH- VRQW ORFDOLVpHV j O¶LQWpULHXU GX F\WRSODVPH HW SRUWHQW
plusieurs sites de phosphorylation. Il a été démontré que des sous-unités dites accessoires 
V¶DVVRFLHQWDYHFGHVVRXV-unités des canaux potassiques voltage-dépendant, dont le canal 
KvLQT1 44. Parmi ces protéines accessoires, les sous-unités codées par le gène KCNE 
(KCNE2-KCNE3) V¶DVVRFLHQWjO¶D-.Y/47DVVXUDQWODUpJXODWLRQGHO¶DFWLYLWpGXFDQDO
(Fig.9B) DXQLYHDXSXOPRQDLUHWDQGLVTX¶DXQLYHDXFDUGLDTXHF¶HVWSOXW{WODVRXV-unité 
KCNE1 qui est exprimée 44.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9. Représentation schématique de la topologie transmembranaire du canal voltage-
dépendant KvLQT1 
La sous-XQLWpĮGXFDQDOSRWDVVLTXHGpSHQGDQWGXYROWDJHHVWIRUPpHGe 6 STM (A). Le 4e STM 
contient la partie sensible au voltage. Le pore formé entre le 5e et 6e STM permet le passage des 
ions potassiques. En B, schématisation de la protéine accessoire encodée par le gène KCNE. 
(Modifié de Melman et al., 2002) 46. 
 
 
Fonctions du canal potassique KvLQT1 
Le changement de voltage membranaire lors de la dépolarisation (-20 mV), déclenché 
notamment SDU O¶DFWivation des autres canaux ioniques, active le canal KvLQT1. Son 
ouverture progressive va permettre la sortie des ions potassiques et le changement de 
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potentiel créé par la sortie de K+ va permettre la repolarisation de la membrane basolatérale. 
La pompe Na+/K+ATPase va transporter les ions K+ jO¶LQWpULHXUGHODFHOOXOHHWSDUOHIDLW
même permettre la sortie des ions sodiques ; favorisant ainsi le transport du Na+ de part et 
G¶DXWUHGHODFHOOXOHavec le canal ENaC ainsi que la réabsorption liquidienne (Fig.10).  
 
Figure 10. Représentation schématique du 
transport des ions potassiques et sodiques au 
QLYHDXGHVFHOOXOHV$7,,GHO¶pSLWKpOLXP
alvéolaire 
Schématisation des transports ionique et 
liquidien par le canal sodique ENaC (apical), les 
canaux potassiques (K+) (apical et basolatéral) et 
la pompe Na+/K+ATPase (basolatéral) et par voie 
paracellulaire des cellules ATII. (Modifié de 
Laube et al., 2015) 47. 
 
 
Régulation du canal potassique KvLQT1 
Au niveau épithélial, la régulation du canal KvLQT1 peut se faire par plusieurs 
mécanismes. Parmi ceux-FL O¶DFWLYDWLRQGXUpFHSWHXUjO¶(*) (epithelial growth factor) 
(*)5 SDU O¶(*) HW O¶$03F LQGXLW OD SKRVSKRU\ODWLRQ GH O¶H[WUpPLWp1-terminale de 
.Y/47 FH TXL D SRXU FRQVpTXHQFH G¶DXJPHQWHU O¶DFWLYLWp GX FDQDO ¬ O¶LQYHUVH OD
SURWpLQH NLQDVH DFWLYpH SDU O¶$03c GLPLQXH O¶DFWLYLWp GX FDQDO 41. Le pH et le volume 
cellulaire régulent également son activité. Les inhibiteurs pharmacologiques (comme le 
chromanol 293B et le clofilium) HWO¶DFWLYDWHXUVSpFLILTXHGpULYpGHVEHQ]RGLD]pSLQHVOH
R-L3 (L-364,373) permettent de moduler le canal 44,48,49. 
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1.2.3.2.b Canal potassique KCa3.1 
Un autre acteur dans le transport ionique transépithélial au niveau alvéolaire est le canal 
potassique KCa3.1 à conductance intermédiaire. Codé par le gène KCNN4, il est activé par 
O¶LRQ FDOFLTXH (Ca2+). Le canal KCa3.1 est exprimé dans plusieurs types cellulaires, 
notamment les érythrocytes, les macrophages et les cellules alvéolaires ATII 33,50. 
 
Structure du canal potassique KCa3.1 
Tout comme le canal KvLQT1, le canal KCa3.1 est formé de sous-unités à 6 STM (Fig.11). 
Sa composition tétramérique permet de former un pore laissant passer les ions potassiques. 
Étant activé par les ions Ca2+, le canal KCa3.1 contient un site de liaison à la calmoduline 
situé à son extrémité C-terminale. Son expression à la membrane basolatérale des cellules 
$7,,DpWpFRQILUPpHHWGHSOXVHQSOXVG¶pYLGHQFHVGpPRQWUHQWDXVVLVRQH[SUHVVLRQjOD
membrane apicale 51.  
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Représentation schématique de la topologie transmembranaire du canal K+ 
activé par le calcium KvLQT1 
Les 4 sous-unités du canal potassique KCa3.1 sont formées de 6 STM (S1 à S6). /¶H[WUpPLWp&-
terminale de la protéine contient la partie sensible à la calmoduline (C-CaM) pour la modulation 
du canal par le calcium. Le pore formé entre le 5e et 6e STM (S5 et S6) permet le passage des ions 
potassiques. (Modifié de Garneau et al., 2010) 52. 
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Fonctions du canal potassique KCa3.1 
Lors de son ouverture en réponse à une augmentation de Ca2+ intracellulaire, le canal 
.&DSHUPHWODVRUWLHG¶LRQVSRWDVVLTXHVAinsi, la libération de cations K+ permet à la 
membrane de se repolariser 53. 7RXWFRPPHSRXUOHFDQDO.Y/47O¶DFWLYDWLRQGXFDQDO
KCa3.1 modifie le gradient électrochimique favorisant la réabsorption de fluides. 
 
Régulation du canal potassique KCa3.1 
Au niveau épithélial, la régulation dH O¶DFWLYLWp GX canal KCa3.1 se fait par plusieurs 
PpFDQLVPHV QRWDPPHQW SDU OHV IDFWHXUV GH FURLVVDQFH GRQW O¶(*) HW SDU OD3.$La 
modulation pharmacologique de KCa3.1 peut se faire par le TRAM-34, un inhibiteur 
spécifique au KCa3.1, et par le 1-éthyl-2-benzimidazolinone (1-EBIO) qui permet 
O¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHdu canal 50. 
 
1.3 3K\VLRORJLHGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
3OXVLHXUVDFWHXUVSDUWLFLSHQWDXPDLQWLHQGHO¶KRPpRVWDVLHGHO¶pSLWKpOLXPalvéolaire et à 
ODFRQVHUYDWLRQGHO¶LQWpJULWpGHVSRXPRQVnotamment par une défense immunitaire, une 
réponse inflammatoire et des mécanismes de réparation adéquats.  
 
1.3.1 Réponse immunitaire 
eWDQWH[SRVpHVGLUHFWHPHQWj O¶HQYLURQQHPHQWH[WpULHXU OHVDOvéoles sont confrontées à 
plusieurs stress incluant une exposition à des pathogènes. Une réponse immunitaire 
HIILFDFHHVWGRQFHVVHQWLHOOHHOOHHVWDVVXUpHHQSDUWLHSDUOHVPDFURSKDJHV,OV¶DJLWGXW\SH
cellulaire le plus abondant dans les alvéoles après les cellules épithéliales et représentent 
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95% des cellules immunitaires retrouvées dans les BAL de patients sains 1. Les 
macrophages sont impliqués dans la réponse immunitaire, principalement grâce à leur rôle 
GDQV OD SKDJRF\WRVH HW OHXU FDSDFLWp G¶RSVRQLVDWLRQ ,OV RQW DXVVL XQ U{OH GH FHOOXOHV
SUpVHQWDWULFHVG¶DQWLJqQHV54. Les macrophages participent aussi au chimiotactisme via la 
sécrétion de plusieurs cytokines et chimiokines, dont les interleukines IL-1, IL-8, IL-10, 
O¶LQWHUIpUon INF-J et le facteur de nécrose tumorale alpha TNF-D'¶DXWUHVW\SHVFHOOXODLUHV
du système immunitaire sont retrouvés au niveau alvéolaire en conditions physiologiques : 
les lymphocytes et les cellules dendritiques qui représentent respectivement 10-15% et 
0,5% des cellules totales récoltées dans les BAL de patients sains, alors que les 
macrophages représentent plus des 85% 1. 
 
1.3.2 Réponse inflammatoire   
En réponse à une agression au niveau pulmonaire, une réponse inflammatoire est 
enclenchée, entraînant ainsi la sécrétion de plusieurs facteurs solubles sur le site lésé 55. 
Elle est marquée SDU O¶DXJPHQWDWLRQ GHV WDX[ GH F\WRNLQHV HW GH FKLPLRNLQHV VpFUpWpHV
notamment par les macrophages, neutrophiles ainsi que par les cellules structurelles 
(fibroblastes, cellules endothéliales et épithéliales) 8. Plusieurs facteurs de croissance et 
prostaglandines sont également sécrétés. La réponse inflammatoire, stimulée en partie par 
ODUpSRQVHLPPXQLWDLUHYDjVRQWRXUSURYRTXHUOHUHFUXWHPHQWHWO¶DFWLYDWLRQGHVFHOOXOHV
immunitaires et activer la cascade de coagulation : créant ainsi une boucle de rétroaction 
positive 56. La sécrétion du TNF-Į HW GH O¶,/-ȕ YD VWLPXOHU O¶H[SUHVVLRQ GH SURWpLQHV
G¶DGKpVLRQ j OD VXUIDFH GHV FHOOXOHV LPPXQLWDLUHV IDYRULVDQW DLQVL O¶LQILOWUDWLRQ GHV
neutrophiles au niveau alvéolaire 57. Les analyses de BAL de patients atteints du SDRA 
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montrent aussi une augmentation significative des niveaux de neutrophiles infiltrés 57. La 
UpSRQVH LQIODPPDWRLUH ELHQTX¶HVVHQWLHOOH GRLW WRXWHIRLV rWUH FRQWU{OpH HW VXLYLH G¶XQH
phase de résolution; dans le cas contraire, elle devient pathologique. 
 
1./HVPpFDQLVPHVSK\VLRORJLTXHVGHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYéolaire  
En réponse à une agression et à des lésions, les cellules alvéolaires doivent développer des 
mécanismes de réparation épithéliale adéquats et efficaces afin de reconstituer un 
épithélium alvéolaire intègre et fonctionnel.  
 
1.3.3.1 Causes et conséquences des lésions épithéliales 
/¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHSHXWrWUHHQGRPPDJpSDUGHVSDUWLFXOHVRXPROpFXOHVLQGpVLUDEOHV
étant exposé directement à la lumière pulmonaire, notamment par des particules allergènes 
ou autres xénobiotiques inspirés. CertDLQHV DJUHVVLRQV SHXYHQW DXVVL rWUH G¶RULJLQH
intrinsèque, notamment une infection virale ou bactérienne, une septicémie ou même un 
choc ischémique 41.  
&HV GLIIpUHQWV VWUHVV SHUWXUEHQW O¶LQWpJULWp GH O¶pSLWKpOLXP DLQVL TXH O¶KRPpRVWDVLH GH
O¶HQYLURQQHPHQWDOYpRODLUH(QHIIHWXQHUXSWXUHDXQLYHDXGHODEDUULqUHpSLWKpOLDOHHWOD
perte de jonctions serrées entrHOHV$7,HW$7,,EULVHQWO¶pWDQFKpLWpHQWUHODOLPLWHGHOD
lumière alvéolaire et endothéliale 58. Les cellules ATI, de par leur morphologie, sont plus 
sensibles aux lésions que les ATII. Des dommages au niveau de la structure cellulaire des 
alvéoles (ATI et ATII)SHXYHQWFUpHUGHO¶DWpOHFWDVLHHWSHUWXUEHQWDXVVLODIRQFWLRQQDOLWp
GHO¶pSLWKpOLXP(QHIIHWFRPPHGpFULWSUpFpGHPPHQW, la production de surfactant ainsi 
que les transports liquidiens et ioniques, qui servent entre autres jODUpVRUSWLRQGHO¶°GqPH
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SXOPRQDLUHGpSHQGHQWGHO¶LQWpJULWpGH O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 58. Suite à un dommage, les 
fonctions alvéolaires, tant cellulaires que physiques, sont alors compromises.  
 
1.3.3.2 Processus de réparation épithéliale 
En réponse à ces lésions, différents processus de réparation sont enclenchés par 
O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH/HV FHOOXOHV pSLWKpOLDOHV VRQW DFWLYpHV OHV FHOOXOHV LPPXQLWDLUHV
sont recrutées et il y a sécrétion de facteurs de croissance. Des adhésions inter-cellulaires 
sont formées et des processus de migration et de prolifération cellulaire sont engagés. La 
revue littéraire de Girault et Brochiero dresse un portrait de ces mécanismes : étalement et 
dé-différentiation cellulaire, migration, prolifération, re-différentiation et régénération de 
O¶pSLWhélium alvéolaire (Fig.12). Les ATII sont les principales cellules impliquées dans ces 
GLIIpUHQWVSURFHVVXVG¶ROHXUTXDOLILFDWLIGHFHOOXOHVSURJpQLWULFHV15.  
 
 
Figure 12. Processus de 
réparation de l¶pSLWKpOLXP
alvéolaire 
Schématisation des étapes de 
UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP
alvéolaire par les cellules ATII en 
réponse à des lésions : étalement 
et dédifférenciation, migration 
cellulaire, prolifération cellulaire, 
et redifférenciation. (Modifié 
Girault et Brochiero,2014) 41. 
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Migration et prolifération cellulaires 
Afin de se rendre sur le site de la lésion, les ATII ont développé des mécanismes de 
PLJUDWLRQFHOOXODLUHHVVHQWLHOVSRXUODUpSDUDWLRQpSLWKpOLDOHTXLLPSOLTXHQWO¶DGKpVLRQHW
O¶LQWHUDFWLRQDYHFODPDWULFHH[WUDFHOOXODLUH0(&/RUVTXHODPHPEUDQHEDVDOHHVWOpVpH
ou dénudée, une MEC provisoire est alors formée à laquelle les ATII peuvent adhérer afin 
de se déplacer. 
Les différentes protéines exprimées par les ATII, notamment des cadhérines et des 
intégrines forment des liens adhésifs avec la MEC (Fig.13). /HVILODPHQWVG¶DFWLQHVGHV
celluOHVOLpVDX[KpWpURGLPqUHVĮHWȕGHs intégrines SHUPHWWHQWO¶DWWDFKHPHQWjO¶DYDQWGH
la cellule à la matrice pour migrer vers le site lésé. Les métalloprotéinases matricielles 
(MMP) exprimées par les ATII permettent le déplacement directionnel de la cellule en 
GpJUDGDQWOD0(&HWHQEULVDQWDLQVLOHVOLHQVHQWUHODPDWULFHHWO¶DUULqUHGHODFHOOXOH41. 
Après DYRLUPLJUpMXVTX¶DXVLWHOpVpOHV$7,,Gp-différenciées vont proliférer puis se re-
différencier, en ATI ou en ATII afin de recréer un épithélium de novo 41.  
 
Figure 13. Processus de 
migration cellulaire 
Schéma G¶une cellule 
épithéliale dédifférenciée 
et ses interactions avec 
les composantes de la 
MEC lors de la migration. 
(Modifié Girault et 
Brochiero, 2014) 41. 
 
/¶pSLWKpOLXP alvéolaire sécrète différents facteurs de croissance impliqués dans la 
UpJXODWLRQGHO¶KRPpRVWDVLHGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH/HIDFWHXUGHFURLVVDQFH(*)HWVRQ
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récepteur EGFR, respectivement sécrété et exprimé par les cellules épithéliales, sont des 
acteurs majeurs de la réparation épithéliale 15,58,59,60. En effet, il a été montré au laboratoire 
du Dre Brochiero TXHO¶DFWLYDWLRQG¶(*)5SDUO¶(*)HQWUDvQHODVWLPXODWLRQGHVSURFHVVXV
de migration et prolifération cellulaires dHO¶pSLWKpOLXPEURQFKLTXH et alvéolaire suite à des 
lésions (Fig.14) 59,60,61. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. %RXFOHDXWRFULQHG¶DFWLYDWLRQG¶(*)5favorisant les mécanismes de réparation 
épithéliale 
6FKpPDGHODVWLPXODWLRQGHODPLJUDWLRQHWGHODSUROLIpUDWLRQFHOOXODLUHSDUO¶DFWLYDWLRQG¶(*)5
SDUO¶(*)VXLWHjXQHOpVLRQGHO¶pSLWKpOLXPEURQFKLTXH ou alvéolaire. (Modifié de Maillé et al., 
2011) 60. 
 
 
$XQLYHDXGHVYRLHVUHVSLUDWRLUHVO¶H[SUHVVLRQGHO¶(*)HWGHO¶(*)5HVWDXJPHQWpHen 
réponse à une lésion tissulaire, formant ainsi une boucle autocrine 55. En effet, 
l¶DXJPHQWDWLRQGHODVpFUpWLRQGHFHVIDFWHXUVSHUPHWGHPRGXOHUOHVGLIIpUHQWV mécanismes 
de réparation ainsi que les réponses inflammatoire et immunitaire. 
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1.3.3.3 Conditions pathologiques de remodelage épithélial  
Lorsque les agressions tissulaires sont répétées, les lésions créées ne sont pas réparées 
adéquatement et la réponse iQIODPPDWRLUHQ¶HVWSOXVFRQWU{OpHODFRQGLWLon devient alors 
pathologique. La réparation non-FRQWU{OpH GH O¶pSLWKpOLXP SHXW LQGXLUH XQH SHUWH GH
O¶LQWpJULWpGHODPHPEUDQHEDVDOHHWDFWLYHUOHVILEUREODVWHVHWOHVP\RILEUREODVWHVTXLYRQW
sécréter des facteurs entraînant une fibrose 55. Les ATII acquièrent alors un phénotype de 
cellule mésenchymateuse 62&HWWHWUDQVLWLRQLQGXLWO¶DSSDULWLRQ de myofibroblastes activés 
au niveau sous-épithélial, IDYRULVDQWO¶DSSDULWLRQGHILEURVH8QFHUFOHYLFLHX[GHUpSDUDWLRQ
pSLWKpOLDOHDEHUUDQWHV¶LQVWDOOHDORUVLes réponses immunitaire et inflammatoire déréglées, 
exacerbées ainsi que les mécanismes de réparation perturbés vont mener, entre autres, au 
développement désordonné de fibrose et à la perte de compliance pulmonaire 55. Ce profil 
pathologique affectant les fonctions pulmonaires et augmentant la morbidité est notamment 
retrouvé dans le SDRA.  
 
1.4 Le syndrome de détresse respiratoire aiguë  
Le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) est une atteinte pulmonaire alvéolaire 
grave, classé parmi les défaillances respiratoires aiguës. Cliniquement, le SDRA se définit 
comme un dommage inflammatoire aigu engendrant des modifications au niveau de 
O¶R[\JpQDWLRQGHVUDGLRJUDSKLHVHWGHODSUHVVLRQSXOPRQDLUHGHVRXUFHQRQFDUGLRJpQLTXH
63.  
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1.4.1 Causes du SDRA 
Le SDRA apparaît chez les patients après une agression alvéolaire intra-vasculaire directe 
ou indirecte (Fig. 15). La principale cause directe du SDRA est la pneumonie, alors que la 
principale cause indirecte est la septicémie 57,64,65.  
 
 
Figure 15. Causes directes et indirectes du syndrome de détresse respiratoire aiguë 
 
 
Parmi les causes du SDRA, la septicémie est la plus fréquente (40%) 58,66/¶RULJLQHGHOD
cause du SDRA chez le patient peut donner un indice sur son pronostic. En effet, un SDRA 
induit par une atteinte pulmonaire directe est associée à un taux de mortalité plus élevé 
DLQVLTX¶jXQHSULVHHQFKDUJHGHVSDWLHQWVplus importante, notamment au niveau de la 
respiration artificielle YHQWLOpH 8Q 6'5$ UpVXOWDQW G¶XQH FDXVH LQGLUHFWH VHUD VRXYHQW
DVVRFLpjXQ°GqPHLQWHUVWLWLHOHWjO¶DIIDLVVHPHQWGHVDOYpROHV57,67,68.  
'HSDUOHYDVWHpYHQWDLOGHFDXVHVHWVXUWRXWO¶KpWpURJpQpLWpGXV\QGURPHLOHVWGLIILFLOHGH
prédire une incidence exacte du SDRA. Cependant, le National Institutes of Health (NIH) 
estime TX¶DX[eWDWV-Unis, le SDRA touche environ 75 habitants sur 100 000 annuellement 
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58,69. Enfin, certaines conditions peuvent augmenter la prévalence de la maladie ou 
LQIOXHQFHU VRQ SURQRVWLF WHOOHV OHV PDODGLHV SXOPRQDLUHV FKURQLTXHV O¶DOFRROLVPH OH
WDEDJLVPHHWO¶DFLGRVH58,30,68,70. Le taux de mortalité associé au SDRA est de 40 à 45 % 71.    
 
1.4.2 Phases du SDRA 
La progression du SDRA se fait en deux phases distinctes, décrites et caractérisées par des 
paramètres cliniques, radiographiques et histologiques : la phase aiguë-exsudative et la 
phase proliférative-fibrotique 58/¶pYROXWLRQGHO¶pWDWGHVDQWpGXSDWLHQWVXLWJpQpUDOHPHQW
une des deux tendances suivantes, soit un rétablissement rapide du patient avec peu de 
complications, VRLWXQVpMRXUKRVSLWDOLHUSURORQJpDYHFSHXG¶DPpOLRUDWLRQGHVIRQFWLRQV
pulmonaires et un développement de fibrose 57. 
Dans un scénario de phase à risque de SDRA, la phase aiguë débute dès les premières 24 
jKHXUHVVXLYDQWO¶DSSDULWLRQGHVSUHPLHUVV\PSW{PHV,O\DHQWUHDXWUHVdes atteintes 
de la barrière alvéolo-capillaire, OD IRUPDWLRQ G¶XQ°GqPHSXOPRQDLUH HW Ge membrane 
hyaline ainsi que le dévelRSSHPHQWG¶XQHUpSRQVHLQIODPPDWRLUH (Fig.166¶LOQ¶\DSDV
de rétablissement, la phase proliférative-fibrotique se développe pendant les 2 à 7 jours 
VXLYDQWVHWHVWFDUDFWpULVpHSDUO¶DSSDULWLRQGHILEURVHGRQWODVpYpULWpDXJPHQWHDXILOGX
temps 67. 
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Figure 16. Évolution du syndrome de détresse respiratoire aiguë en fonction du temps 
Chronologie de la progression de la phase exsudative aiguë et fibrotique-proliférative du SDRA. 
(Modifié de Checkley, 2013) 72. 
 
 
1.4.2.1 Phase exsudative-aiguë  
Lors de la première phase du SDRA, les stress au niveau des alvéoles vont induire des 
lésions de la barrière alvéolo-capillaire (Fig.17). Les dommages alvéolaires diffus affectent 
les cellules alvéolaires ATI et ATII. Or, étant plus fragiles que les cellules ATII, les ATI 
entrent en apoptose et la lame basale entre en desquamation laissant alors une surface 
alvéolaire partiellement dénudée 57. La formation de membrane hyaline (accumulation de 
fibrine, de globules rouges et de débris cellulaires) au niveau des alvéoles complique, voire 
empêche, les échanges gazeux compromettant ainsi la fonction pulmonaire 67. La rupture 
de la barrière alvéolo-FDSLOODLUHYDrWUH UHVSRQVDEOHGH O¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUHDXQLYHDX
alvéolaire et de la formation de O¶°GqPHSXOPRQDLUH riche en protéines et en érythrocytes.   
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Figure 17. Structure 
G¶XQHDOYpROHVDLQHHW
en condition 
pathologique de la 
phase exsudative-aiguë 
du SDRA 
Schématisation des 
différences entres les 
cellules et composantes 
retrouvées au niveau 
alvéolaire en condition 
physiologique (gauche) et 
en condition pathologique 
en phase exsudative-aiguë 
(droite) : la membrane 
basale épithéliale dénudée 
(denuded basement 
membrane) par la mort cellulaire des cellules ATI (necrotic or apoptotic type I cell), formation de 
membrane hyaline riche en protéines (hyaline membrane), neutrophiles recrutés (activated 
neutrophil, migrating neutrophilDXQLYHDXGHVDOYpROHVIRUPDWLRQG¶XQ°GqPHULFKHHQSURWpLQHV
(protein-rich edema fluid), sécrétion par les macrophages (alveolar macrophages) de cytokines, 
G¶LQWHUOHXNLQHV,/-1, 6, 8, and 10) et du facteur TNF-ĮModifié de Ware et Matthay, 2000) 8.  
 
 
/¶LQWpJULWpGHV $7,HW$7,,SHUGXHOHXUVIRQFWLRQVGDQVO¶KRPpRVWDVLHDOYpRODLUHVRQWDORUV
perturbées. /¶DXJPHQWDWLRQ GH OD SHUPpDELOLWp GH la barrière ainsi que le 
dysfonctionnement des cellules vont OLPLWHUODUpVRUSWLRQGHO¶°GqPH.  
/D SKDVH H[VXGDWLYH HVW DXVVL FDUDFWpULVpH SDU O¶DFWLYDWLRQ HW O¶LQILOWUDWLRQ DX QLYHDX
alvéolaire de cellules inflammatoires, principalement de neutrophiles. Leur activation 
soutenue va engendrer une forte augmentation de la sécrétion de cytokines et chimiokines 
30 
 
par les macrophages, dont les interleukines pro-inflammatoires IL-1, IL-6 et IL-8, ainsi que 
le TNF-Į et la cytokine anti-inflammatoire IL-10, créant ainsi un débalancement entre les 
cytokines pro et anti-inflammatoires 57. /¶DXJPHQWDWLRQGHODVpFUpWLRQGHF\WRNLQHVHWGH
facteurs pro-inflammatoires stimule la chimiotaxie des neutrophiles et favorise leur 
activation. Les cellules épithéliales jouent également un rôle dans ce phénomène 
chimiotaxique des neutrophiles en sécrétant aussi des cytokines et chimiokines 58. La 
UpSRQVHLQIODPPDWRLUHH[DFHUEpHYDFUpHUXQFHUFOHYLFLHX[GHGRPPDJHVGHO¶pSLWKpOLXP
DOYpRODLUH HQ IDYRULVDQW O¶DSRSWRVH GHV FHOOXOHV HW OH UHFUXWHPHQW G¶DXWUHV SURWpLQHV
inflammatoires. Les taux de cytokines et chimiokines retrouvées dans les BAL de patients 
en SDRA permettent entre autres de déterminer un pronostic indiquant une résolution de 
ODUpSRQVHLQIODPPDWRLUHRXO¶DSSDULWLRQGHFRPSOLFDWLRQV57 .  
 
1.4.2.2 Phase proliférative-fibrotique   
En absence GHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXP, de la UpVRUSWLRQGHO¶°GqPHSXOPRQDLUH et du 
contrôle de la réponse inflammatoire, a lieu une progression vers la phase proliférative-
fibrotique du SDRA. La persistance voire même l¶DJJUDYDWLRQGHODUpSRQVHLQIODPPDWRLUH
O¶DSSDULWLRQ GH ILEURVH, O¶DSSRVLWLRQ de collagène au niveau du tissus alvéolaire et la 
SHUVLVWDQFHGHO¶K\SR[LHYont résulter en un épithélium alvéolaire dysfonctionnel (Fig.18). 
Suivent alors de graves complications au niveau pulmonaire, pouvant mener à la 
défaillance respiratoire et au décès du patient 58,73.  
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Figure 186WUXFWXUHG¶XQHDOYpROHHQFRQGLWLRQ
pathologique lors de la phase proliférative-fibrotique 
du SDRA 
Schématisation de la SHUVLVWDQFHGHO¶°GqPHSXOPRQDLUHHW
GHVFRPSRVDQWHVFHOOXODLUHVIDYRULVDQWO¶DSSDULWLRQGHWLVVXV
fibrotique (fibronectin) au niveau des alvéoles lors de la 
phase proliférative-fibrotique : myofibroblaste 
(myofibroblast), collagène de type I et III (type I and III 
collagen) et fibroblaste (fibroblast). (Modifié de Ware et 
Matthay, 2000) 8.  
 
 
 
 
1.4.3 Traitements du SDRA  
Depuis sa caractérisation en 1967 58, le SDRA reste encore une pathologie pour laquelle 
DXFXQ WUDLWHPHQW Q¶HVW YUDLPHQW HIILFDFH QRWDPPHQW j FDXVH GH O¶KpWpURJpQpLWp GX
syndrome. Plusieurs essais thérapeutiques portant sur les soins apportés au patient ou 
testant différents composés pharmacologiques ont été effectués. 
 
La ventilation mécanique 
Les méthodes de ventilations mécaniques appliquées aux patients en SDRA ont été revues 
et adaptées à la sévérité des symptômes 58 /HV GRPPDJHV DX QLYHDX GH O¶pSLWKpOLXP
alvéolaire fragilisent la barrière alvéolo-capillaire et la ventilation mécanique soutenue 
DLQVLTX¶XQ haut volume peuvent être responsables G¶XQHDJJUDYDWLRQGHO¶pWDWGHVSDWLHQWV
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8QH YHQWLODWLRQ PpFDQLTXH SURWHFWLYH DYHF XQ SOXV SHWLW YROXPH FRXUDQW DLQVL TX¶XQH
SUHVVLRQSRVLWLYHHQILQG¶H[SLUDWLRQDSHUPLVGHUpGXLUHOHWDX[GHPRUWDOLWpGHORUV
G¶XQHpWXGHFOLQLTXHGXSURJUDPPHGXNIH Acute Respiratory Distress Syndrome Network 
58. Cependant, même si ces résultats sont connus depuis plus de 10 ans, le NIH estime 
TX¶HQYLURQ  SDWLHQWV DWWHLQWV GH 6'5$ j O¶pFKHOOH PRQGLDOH QH UHoRLYHQW SDV GH
ventilation mécanique adaptée 30. 
 
Le surfactant synthétique 
Étant donné son rôle prépondérant dans les fonctions pulmonaires et dans la défense contre 
les micro-organismes au niveau alvéolaire, le surfactant alvéolaire est aussi une cible 
WKpUDSHXWLTXH 'HV HVVDLV G¶LQVWLOODWLRQ GH VXUIDFWDQW V\QWKpWLTXH SDU QpEXOLVHXU SDU OH
circuit de ventilation mécanique ou par voie intrabronchique ont été réalisés, mais aucun 
UpVXOWDWQ¶DSHUPLVGHPRQWUHUG¶DPpOLRUDWLRQVLJQLILFDWLYHGHODIRQFWLRQSXOPRQDLUHGHV
patients 67. 
 
Les agents pharmacologiques   
Plusieurs molécules pharmacologiques sont utilisées pour tenter de traiter les symptômes 
du SDRA. Parmi les paramètres physiopathologiques du syndromeO¶°GqPHSXOPRQDLUH
et la réponse inflammatoire sont souvent ciblés par les thérapies, notamment via les 
DJRQLVWHVDGUpQHUJLTXHVȕHWOHVFRUWLFRVWpURwGHV 
/HVDJRQLVWHVGHVUpFHSWHXUVDGUpQHUJLTXHVȕVRQWHQWUHDXWUHVXWLOLVpVSRXUPRGXOHUOHV
WUDQVSRUWV LRQLTXHV HW OLTXLGLHQV DILQ GH UpVRUEHU O¶°GqPH SXOPRnaire. La liaison des 
DJRQLVWHVDX[UpFHSWHXUVFRXSOpVjODSURWpLQH*VYDVWLPXOHUODSURGXFWLRQG¶$03FTXL
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YD HOOH LQGXLUH O¶DXJPHQWDWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GX FDQDO (1D& HW GH OD SRPSH
Na+/K+ATPase au niveau des ATII 74. Le transport des ions et la clairance alvéolaire sont 
alors stimulés. Les agonistes DGUpQHUJLTXHVȕSHUPHWWHQWDXVVLODUHOD[DWLRQGHVPXVFOHV
au niveau bronchique par la diminution de la concentration des ions calciques 
intracellulaire 40. Toutefois, O¶DFWLYDWLRQ GHVUpFHSWHXUVDGUpQHUJLTXHVȕSDUOHVDJRQLVWHV
ne procure pas de résultats constants, en partie dû à la désensibilisation des récepteurs suite 
jO¶H[SRVLWLRQFKURQLTXHG¶DJRQLVWHV75. 
La réponse inflammatoire étant exacerbée dans le SDRA 76, O¶DMRXWGHFRUWLFRVWpURwGHVà la 
combinaison thérapeutique a été proposé comme agent anti-inflammatoire. Ils permettent 
G¶LQKLEHUODSUROLIpUDWLRQGHVPDFURSKDJHVHWGHVILEUREODVWHVGLPLQXDQWDLQVLODVpFUpWLRQ
de cytokines et de chimiokines inflammatoires, dont le TNF-Į 67. Une étude clinique 
G¶REVHUYDWLRQ D DXVVL GpPRQWUp TXH OD SULVH SUpYHQWLYH G¶DQWL-inflammatoires (acide 
acétylsalicylique) chez les patients à risque permet de diminuer les chances de développer 
le SDRA de novo 73. Or, malJUpFHVUpVXOWDWVOHVFRUWLFRVWpURwGHVQHV¶DYqUHQWSDVvraiment 
efficaces pour résoudre la maladie 77,78.  
Les différentes thérapies pour le SDRA ont permis de diminuer les taux de mortalité 
d¶environ 8 à 16% 30. Les échecs thérapeutiques sont souvent liés au délai entre la prise en 
FKDUJHGXSDWLHQWHW OHPRPHQWGXGLDJQRVWLF/¶KpWpURJpQpLWpGXV\QGURPHHW O¶pWDWGX
tissu épithélial compliquent également le choix des thérapies à adopter 40. En effet, les 
dommages au QLYHDXGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHVRQWSDUIRLVWURSLPSRUWDQWVSRXUTXHOHV
agents pharmacologiques soient efficaces. De plus, les corticostéroïdes et les agonistes 
adrénergiques ȕ QHFLEOHQWTXHO¶LQIODPPDWLRQHWO¶°GqPHSXOPRQDLUHVDQVIDYRULVHUOD
réparation GHO¶épithélium alvéolaire. 
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Le pronostic des patients en SDRA est fortement dépendant de sa capacité à se rétablir tôt 
de la phase exsudative-aiguë 57 et de O¶pWDWGXWLVVXDOYpRODLUH40 F¶HVWSRXUTXRLXQHSULVH
HQFKDUJHWKpUDSHXWLTXHSUpFRFHFLEODQWXQHUpSDUDWLRQHIILFDFHGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH
lors de la phase exsudative-aiguë du SDRA est à adopter. À ce jour, malgré les progrès 
quant à la compréhension de la maladie et les méthodes de prise en charge des patients, 
DXFXQWUDLWHPHQWSKDUPDFRORJLTXHHIILFDFHQ¶DpWpLGHQWLILpSRXUOH6'5$ 
 
1. eYLGHQFHV GH O¶LPSOLFDtion des canaux potassiques dans les mécanismes de 
UpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXP 
/HU{OHGHVFDQDX[SRWDVVLTXHVGDQVOHFRQWU{OHGHO¶KRPpRVWDVLHGHVWUDQVSRUWVLRQLTXHV
et liquidiens alvéolaires est déjà bien établi. Les canaux potassiques sont aussi impliqués 
GDQVG¶DXWUHVIRQFWLRQVGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHcomme la réparation épithéliale 79.  
Différentes études, dont celles de notre laboratoire, RQW GpPRQWUp TXH O¶LQKLELWLRQ de 
O¶DFWLYLWpGHGLIIpUHQWVW\SHVGHFDQDX[SRWDVVLTXHVaffecte les mécanismes essentiels à la 
réparation épithéliale, notamment en diminuant la prolifération, la migration cellulaire et 
ODYLWHVVHGHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXP59,61,79,80.  
$XQLYHDXGH O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHGHX[GHVFDQDX[PDMRULWDLUHPHQW UHVSRQVDEOHVGX
transport ionique et liquidien, soit le canal potassique KvLQT1 et le canal KATP, sont 
impliqués dans la réparation épithéliale en participant à la régulation de la prolifération et 
migration cellulaire 61.  
Le canal potassique activé par le calcium KCa3.1, pJDOHPHQWLPSOLTXpGDQVO¶KRPpRVWDVLH
liquidienne alvéolaire, participe aux processus de réparation au niveau bronchique 59. En 
effet, sur un modèle de lignée cellulaire épithéliale bronchique, il a été montré que 
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O¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDOSDUOH75$0-34 diminue la vitesse de réparation 59. 
&HSHQGDQW O¶LPSOLFDWLRQ GX FDQDO .&D GDQV OHV PpFDQLVPHV GH UpSDUDWLRQ de 
O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHUHVWDLW à caractériser DXPRPHQWRM¶DL entrepris ma maîtrise. 
 
1.eYLGHQFHVGHO¶LPSOLFDWLRQGHVFDQDX[SRWDVVLTXHVGDQVODUpSRQVHLQIODPPDWRLUH 
En plus de leur rôle dans les transports ioniques et dans les mécanismes de réparation 
épithéliale, les canaux potassiques pourraient participer également à la réponse 
inflammatoire au niveau pulmonaire 33.  
En effet, iODpWpPRQWUpTXHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGHVFDQDX[SRWDVVLTXHV.&DSDU
ODTXLQLQHGLPLQXHO¶H[SUHVVLRQGHO¶$51PGX71)-ĮGDQVOHVPDFURSKDJHVDOYpRODLUHV
humains 81. '¶DXWUHSDUWO¶LQKLELWLRQVpOHFWLYHGXFDQDOKCa3.1 diminue la migration des 
fibrocytes humains in vitro 82 alors que celle GX%.&DUpGXLWO¶DGKpVLRQGHVPRQRF\WHV
DX[FHOOXOHVHQGRWKpOLDOHVGDQVXQPRGqOHFHOOXODLUHG¶HQGRWKpOLXPRPELOLFDOKXPDLQ83.  
In vivoLODpWpPRQWUpTXHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.&DSDU.2FKH]OHVVRXULV.&D-
/-) induit une baisse du nombre de neutrophiles retrouvés dans les BAL des souris en 
réponse à un stimulus inflammatoire (LPS, lipopolysaccharide bactérien) 84. Finalement, 
dans uQ PRGqOH G¶LVFKpPLH-UHSHUIXVLRQ O¶LQKLELWLRQ SKDUPDFRORJLTXH GX FDQDO .ATP 
GLPLQXHOHUHFUXWHPHQWGHVQHXWURSKLOHVDXQLYHDXSXOPRQDLUHHWO¶H[SUHVVLRQGX71)-Į
85. Toutefois, le rôle des canaux K+ dans le contrôle de la réponse inflammatoire dans des 
modèles de SDRA in vivo Q¶DYDLWMDPDLVpWppYDOXpDXSDUDYDQW 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Chapitre 2 ± Hypothèses et objectifs                                           
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,O HVW ELHQ pWDEOL TXH OD UpSDUDWLRQ HIILFDFH GH O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH HVW XQH pWDSH
essentielle à la résolution du SDRA. Les études menées dans le laboratoire du Dre 
Brochiero ont permis de mettre en évidence un rôle du canal potassique activé par le 
calcium KCa3.1 et du canal potassique voltage-dépendant KvLQT1, deux acteurs clés dans 
le transport ionique et des fluides, dans les processus de réparation épithéliale 33,41,59,61.  
 
Nous nous sommes donc penchés sur le rôle de ces canaux K+ (le KCa3.1 jO¶DLGHG¶XQ
modèle in vitro de siRNA et le KvLQT1 dans un modèle in vivo de souris transgéniques) 
dans les mécanismes de réparatioQ GH O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH HW GDQV OD UpVROXWLRQ GX
SDRA. 
 
 
 /H FDQDO SRWDVVLTXH .&D HW O¶LQWpJULQH-ȕ GDQV OD UpSDUDWLRQ pSLWKpOLDOH
alvéolaire 
Afin de reconstituer un nouvel épithélium alvéolaire, les cellules ATII doivent enclencher 
plusieurs mécanismes de réparation, dont la migration et la prolifération cellulaire. Les 
ATII doivent alors adhérer avec la MEC notamment via les intégrines. Celles-ci 
LQWHUDJLVVHQWDXVVLDYHFG¶DXWUHVSURWpLQHVHWIDFWHXUVGHFURLVVDQFHUpJXODQWODPLJUDWLRQ
et prolifération cellulaire 79. En effet, il a été démontré dans un modèle in vitro de culture 
SULPDLUHGHUDWTXHO¶LQWpJULQH-E1 participe à la régulation de la migration cellulaire des 
cellules ATII en présence de fibronectine 86.  
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Une relation entre les intégrines et les canaux potassiques a déjà été montrée GDQVG¶DXWUHV
modèles cellulaires 87PDLV Q¶Dvait jamais été explorée au niveau alvéolaire. Plusieurs 
évidences montrent DXVVLO¶LPSOLFDWLRQ du canal potassique KCa3.1 dans les processus de 
réparation épithéliale. Or, son implication au niveau de OD UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP
DOYpRODLUHQ¶Dvait pas été explorée.  
 
 
2.1.a Hypothèse  
Nous aYRQV DORUV pPLV O¶K\SRWKqVH TXH le canal potassique KCa3.1 participe aux 
PpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHHQFRPSOpPHQWDULWpDYHFO¶LQWpJULQH-
E1.  
 
 
2.1.b Objectif 
Les objectifs pour cette première partie de mon projet étaient GRQFG¶pWXGLHUin vitro le rôle 
du canal potassique KCa3.1 dans les mécanismes de réparation GHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH
(migration, prolifération et vitesse de réparation dH O¶pSLWKpOLXP stimulés par la 
fibronectine et de caractériser la relation entre le canal KCa3.1 et un des récepteurs de la 
fibronectines, soit O¶LQWpJULQH-E1.  
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2.2 Le canal potassique KvLQT1 dans les mécanismes de résolution des processus 
physiopathologiques du SDRA 
Dans la seconde partie de mon projet, un modèle de souris transgéniques disponible au 
ODERUDWRLUHQRXVDSHUPLVG¶pWXGLHUin vivo OHU{OHG¶XQDXWUHcanal potassique, le KvLQT1, 
dans les processus physiopathologiques du SDRA. Comme mentionné précédemment, 
étant donné son implication dans la régulation des transports liquidien et ionique, le canal 
.Y/47RFFXSHXQU{OHSULPRUGLDOGDQVODSK\VLRORJLHGHO¶pSLWKpOLXPSXOPRQDLUH et dans 
les mécanismes de réparation épithéliale in vitro 33,61. Les données de la littérature 
suggèrent que les canaux potassiques peuvent également réguler la réponse inflammatoire 
(section 1.6). 
 
 
2.2.a Hypothèse  
1RXVDYRQVGRQFpPLVO¶K\SRWKqVHTXHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDOSRWDVVLTXH.Y/47 participe 
aux mécanismes de résolution du SDRA en améliorant les processus physiopathologiques 
du syndrome.  
 
 
2.2.b Objectifs 
Basé sur cette hypothèse, les objectifs étaient donc GH GpWHUPLQHU O¶LPSDFW GX FDQDO
.Y/47 VXU OD YLWHVVH GH UpSDUDWLRQ GH O¶pSithélium alvéolaire, sur la résorption de 
O¶°GqPHSXOPRQDLUHainsi que sur la résolution de la réponse inflammatoire grâce à des 
modèles in vivo mimant les processus physiopathologiques de SDRA. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Chapitre 3 ± Matériel et méthodes 
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3.1 Déclarations éthiques  
Les expériences mentionnées dans ce manuscrit portant sur les modèles animaux, tant rats 
que souris, respectent les procédures approuvées par le Comité Institutionnel de la 
Protection des Animaux (CIPA) du Centre +RVSLWDOLHU GH O¶8QLYHUVLWp GH0RQWUpDO HQ
accord avec les standards du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA) en 
science. 
 
3.2 Élevage murin 
$ILQG¶pWXGLHUOHFDQDOSRWDVVLTXH.Y/47XQHVRXFKHGHVRXULV&%OOLJQpH-
déficientes pour le gène kcnq1, qui code pour le canal KvLQT1, a été utilisée 45. Les souris 
déficientes (KvLQT1 -/-, KO) ont été générées via O¶LQVHUWLRQG¶XQHFDVVHWWHNeo (PGK-
NeomycinR gene fusion) de 130 pb au niveau de O¶H[RQGXNFQTLQYDOLGDQWDLQVLOHJqQH 
45. Les souris déficientes expriment un phénotype cardiaque qui est différent des souris 
sauvages (KvLQT1 +/+, WT), notamment au niveau de la repolarisation des cellules 
FDUGLDTXHV(QHIIHW OHVVRXULV.2VRQWDWWHLQWHVG¶XQGHVV\QGURPHVDVVRFLpjXQORQJ
intervalle QT qui augmente le risque de fibrillation ventriculaire, soit le syndrome de 
Jervell et Lange±Nielsen (JLNS) 88. De plus, elles sont atteintes de surdité et du syndrome 
GH 6KDNHU:DOW]HU OHXU DWWULEXDQW XQ WURXEOH GH O¶pTXLOLEUH HW GHV WUHPEOHPHQWV 45. 
Toutefois, leur phénotype au niveau pulmonaire était inconnu DXPRPHQWRM¶DLGpEXWp
cette étude. Lors de chaque sevrage de souris, le génotypage a été réalisé afin de confirmer 
la présence ou non du canal KvLQT1 (Fig.19).  
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Figure 19. Génotypage des souris 
5HSUpVHQWDWLRQ GH JHO G¶DJDURVH GHV DPSOLILFDWLRQV SDU 3&5 GHV H[WUDLWV G¶$'1 GHV VRXULV
sauvages (KvLQT1 +/+, WT) et transgéniques (KvLQT1 -/-, KO) des fragments codant pour une 
portion de KvLQT1. /¶LQVHUWLRQG¶XQHFDVVHWWHNeo produit des fragments de 370 pb chez les souris 
KO, comparativement à 240 pb pour les souris WT. 
 
 
/¶H[WLQFWLRQGXFDQDOpar KO a aussi été vérifiée par des mesures fonctionnelles de courant 
en chambre de Ussing sur des cultures primaires de cellules des voies respiratoires de souris 
(Fig.20).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20. Mesure du courant potassique KvLQT1 basolatéral sensible au chromanol 
Mesures en chambre de Ussing du courant stimulé (IscSDUO¶$03F (adénosine monophosphate 
cyclique) sensible au chromanol (inhibiteur de KvLQT1) au travers des membranes basolatérales 
de cellules épithéliales des voies respiratoires isolées des souris WT et KO (n=8) (Girault A., Chebli 
J. et al., en préparation). 
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0RGqOHG¶LQGXFWLRQG¶XQ°GqPHSXOPRQDLUH in vivo par la thiourée 
La thiourée est un GpULYp GH O¶XUpH XWLOLVp SRXU FUpHU XQ °GqPH SXOPRQDLUH DLJX HQ
augmentant la perméabilité vasculaire 89,90. La thiourée (Sigma-Aldrich) a été resuspendue 
dans du PBS (phosphate-buffered saline) PJP/DYDQWG¶rWUH LQMHFWpHGHPDQLqUH
intrapéritonéale (i.p.) chez la souris (500 µL) à une dose de 5 mg/kg 89. Le contrôle négatif 
FRQVLVWHHQO¶LQMHFWLRQLSGH/GH3%6VHXO8QHKHXUHDYDQWO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpH
les souris ont reçu une instillaWLRQ LQWUDQDVDOH LQ GH  / GH O¶DFWLYDWHXU GX FDQDO
KvLQT1, le R-L3 (4µM, L-364,373, Tocris, Cedarlane, Burlington, ON, Canada) ou de 
DMSO (dilué dans du PBS, 1:1000, Diméthylsulfoxyde, Sigma-Aldrich). Les souris ont 
été euthanasiées 4 heures après l¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHHWOHXUVSRXPRQVRQWpWpUpFROWpV
Brièvement, les souris ont été euthanasiées suite à une surdose de barbiturique 
(pentobarbital sodique, 75mg/kg) i.p. et exsanguinées suite à une incision de la veine cave 
LQIpULHXUH/HEORFF°XU-poumons a été séparé pour isoler les poumons afin de poursuivre 
DYHFOHVPHVXUHVG¶LQGLFHG¶°Gème pulmonaire 91,90.  
 
0HVXUHGHO¶LQGLFHGHO¶°GqPHSXOPRQDLUHUDWLRWet/Dry) 
Les poumons de souris prélevés ont immédiatement été pesés; cette valeur correspond à 
leur poids humide (Wet, W) (Fig.21). Ils ont ensuite été incubés au four à 95°C pendant 24 
KHXUHVDYDQWG¶rWUHjQRXYHDX pesés; cette valeur correspond à leur poids sec (Dry, D). Le 
ratio du poids humide sur le poids sec (Wet/Dry, W/D) a alors été calculé donnant ainsi une 
PHVXUHGHO¶LQGLFHGHO¶°GqPHSXOPRQDLUH90,92.  
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Figure 21/LJQHGXWHPSVGHVH[SpULHQFHVGHPHVXUHGHO¶LQGLFHGHO¶°GqPHSXOPRQDLUH
induit par la thiourée dans un modèle murin in vivo 
 
3.5 0RGqOHG¶LQGXFWLRQGH6'5$ in vivo par la bléomycine  
La bléomycine est un antibiotique intercalant, produisant des radicaux libres et brisant les 
OLHQV G¶$'1 utilisé comme traitement pour certains cancers 93. La bléomycine est 
majoritairement utilisée pour les modèles de fibrose pulmonaire, mais ce modèle présente 
pJDOHPHQW XQH SKDVH DLJH G¶LQIODPPDWLRQ HW G¶°GqPH SXOPRQDLUH 57,93. Les souris 
DQHVWKpVLpHV SDU LQKDODWLRQ j O¶LVRIOXUDQH RQW UHoX XQH LQVWLOODWLRQ LQ GH  / GH
bléomycine (3U/kg, Pharmaceutical partners of Canada Inc., Richmond Hill, ON, Canada, 
resuspendue dans du PBS à 4 U/mL) ou de PBS seul FRQWU{OHQpJDWLIjO¶DLGHG¶XQHSLSHWWH
automatique (d0) (Fig.22). /HVDQLPDX[RQWpWpVDFULILpVMRXUVGDSUqVO¶LQVWLOODWLRQ
Comme pour les essais avec la thiourée, les souris ont reçu un traitement (50 µL, i.n.) de 
R-/RXGH'062KHXUHDYDQWO¶LQVWLOODWLRQGHEOpRP\FLQHFHWUDLWHPHQWDpWpUpSpWp
WRXVOHVMRXUVMXVTX¶DXVDFULILFe des animaux à d7. 
 
 
 
 
 
Figure 22. Ligne du temps du modèle de SDRA induit par la bléomycine dans un modèle 
murin in vivo 
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3.6 Lavages broncho-alvéolaires 
Les lavages broncho-alvéolaires (BAL) ont été réalisés chez les souris ayant reçu des 
LQVWLOODWLRQVGHEOpRP\FLQH$SUqVO¶HXWKDQDVLH, une trachéotomie a été effectuée afin de 
réaliser trois lavages consécutifs avec 1,0 mL de PBS. Les échantillons récoltés et 
conservés sur glace ont ensuite été centrifugés (8 min à 800 rpm et 4°C) afin de séparer les 
cellules infiltrées des fluides provenant des poumons. Les surnageants ont été séparés des 
culots pour récolter les protéines et les cytokines-chimiokines. Les protéines ont été dosées 
puis conservées à -80°C et les cytokines-chimiokines quantifiées par ELISA.  
 
3.7 Compte total et différentiel de cellules de BAL  
Le comptage total des cellules a été fait à partir du culot récolté des BAL et leur viabilité 
YpULILpHjO¶DLGHGHODFRORUDWLRQSDUOHEOHXGH7U\SDQ*LEFR/LIH7HFKQRORJLHV,QF3DU
la suite, un comptage différentiel a été effectué après centrifugations au cytopspin 
(Shandon CytoSpin 3, ThermoScientific) et plusieurs séries de colorations des 
lames )LVKHU+HDOWK&DUH35272&2/+HPD0DQXDO6WDLQLQJ6\VWHPHW)LVKHU
Scientific, Waltham, MA, USA). Le décompte différentiel a été fait sur cinq champs 
DOpDWRLUHVVXUFKDTXHODPHjO¶DLGHG¶XQPLFURVcope à champs clair au grossissement 20x 
(Fig.23).  
 
Figure 23. Comptage différentiel des cellules immunitaires 
Photographie en microscopie optique de cellules immunitaires 
sur lames préalablement recueillies des BAL de souris et 
séparées au cytospin pour comptage différentiel (grossissement 
20x).  
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3.8 Dosage de cytokines-chimiokines 
Les surnageants recueillis des BAL représentent les fluides alvéolaires des lavages 
broncho-alvéolaires. Les niveaux des cytokines et chimiokines suivantes ont été quantifiés 
SDUO¶XWLOLVDWLRQG¶XQ0XOWLSOH[H%LRVFLHQFH6DQ'LHJR&$86$HWVHORQOHVGLUHFWLYHV
du fournisseur (eBioscience, San Diego, CA, USA) : IL-ȕ,/-6, IL-10, KC, MCP-1 et de 
TNF-Į /HV SODTXHV G¶(/,6$ RQW pWp OXHV JUkFH DX V\VWqPH %LR-Plex® 200 (Biorad, 
Mississauga, ON, Canada).   
 
3.9 Inclusion de poumons en paraffine  
Après euthanasie, une trachéotomie a été effectuée pour instiller en i.n. de la formaline à 
10% (Chaptec Inc., 500µL par souris) afin de prévenir un affaissement des alvéoles. Le 
EORFF°XU-SRXPRQVDDORUVpWpSUpOHYpHWIL[pWRXWG¶DERUGGDQVXQHVROXWLRQGHIRUPDOLQH 
à 10%, puis de paraformaldéhyde à 4% (Electron Microscopy Sciences), puis déshydraté 
DYHFXQJUDGLHQWG¶DOFRROHWHQILQDYHFGX[\OqQH&KDSWHF,QFTableau I). 
 
Tableau I. Série de bains pour tissus frais avant inclusion en paraffine 
 
Produits des bains Température Temps 
(heures) 
Formaline 10% 4°C 24  
Paraformaldéhyde 4% 4°C 24 
Alcool 70% 4°C 24  
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Alcool 95% t.p. 3  
Isopropanol t.p. 3  
Xylène t.p. 3  
 
 
Les poumons ont ensuite été inclus dans de la paraffine (Sigma-$OGULFK DYDQW G¶rWUH
coupés (épaisseur PjO¶DLGHG¶XQmicrotome (Leica Biosystems) et déposés sur lames. 
$ILQG¶DVVXUHUXQHERQQHIL[DWLRQOHVODPHVRQWpWpLQFXEpHVj&SRXUKHXUHV/H
MRXUGHO¶H[SpULHQFHOHVODPHVGHSRXPRQVRQWpWpGpSDUDIILQpHVHWUpK\GUDWpHVGDQVGHV
bains successifs de xylène eWG¶pWKDQROHQJUDGLHQWDYDQWG¶rWUHFRORUpHVSRXUGHVDQDO\VHV
histologiques ou immunohistochimiques. 
 
3.10 Histologie des sections de poumons 
La coloration des sections de poumons au Trichrome de Masson a été effectuée suivant les 
protocoles standards (eQFROODERUDWLRQDYHFO¶,QVWLWXWGH5HFKHUFKHHQ,PPXQRORJLHHWHQ
&DQFpURORJLHGHO¶8QLYHUVLWpGH0RQWUpDO, IRIC). /DFRORUDWLRQjO¶KpPDWR[\OLQHpRVLQHD
été réalisée grâce au kit Rapid-Chrome Frozen Sections Staining Kit (ThermoScientific). 
Après montage des lames sous lamelle de verre dans du Cytofix (ThermoScientific), les 
ODPHV RQW pWp FRQVHUYpHV j WHPSpUDWXUH DPELDQWH HW j O¶DEUL GH OD OXPLqUH Les lames 
FRORUpHVRQWpWpREVHUYpHVjO¶DLGHG¶XQPLFURVFRSH2O\PSXV2O\PSXV5LFKPRQG+LOO
ON, Canada caPpUD j FKDPS FODLU HW G¶XQH FDPpUD([L$TXD 4,PDJLQJ 6XUUH\%&
Canada), aux grossissements 20x et 40x. 
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3.11 Immunofluorescence  
3RXUOHVH[SpULHQFHVG¶LPPXQRIOXRUHVFHQFH sur tissus, les lames des sections de poumons 
déparaffinées ont été incubées 20 min dans une solution de démasquage (tampon citrate 10 
mM : acide citrique 0,1 M (Sigma-Aldrich), citrate de sodium 0,1 M (Sigma-Aldrich)) 
DYDQWG¶rWUHULQFpHVDX3%6/HVVHFWLRQVGHSRXPRQVRQWHQVXLWHpWpSHUPpDELOLVpHVDYHF
une solution de Triton X-100 0,5% (Fisher Scientific Ltd.) diluée dans du PBS-FBS 10% 
(Gibco, Life Technologies Inc.)-BSA 0,5% (Sigma-Aldrich). Les coupes ont alors été 
VDWXUpHVGDQVXQHVROXWLRQGHEORFDJHSHQGDQWKDYDQWG¶rWUHH[SRVpHVj O¶DQWLFRUSV
primaire de lapin anti-pro-SP-C de souris (1 :100, dans du PBS-BSA 0,5%, AB3786, 
Millipore, Etobicoke, ON, Canada) pendant 24 heures à 4°C. Après des lavages au PBS, 
un anticorps secondaire fluorescent anti-lapin (Alexa Fluor 488 (Life Technologie Inc.) a 
pWpDMRXWpSHQGDQWKHXUHjO¶REVFXULWpet à température ambiante.  
3RXUOHVH[SpULHQFHVG¶LPPXQRIOXRUHVFHQFHin vitro, les cellules ATII de rats (section 3.12) 
ont été ensemencées à basse confluence, sur des lamelles de verre. Trois jours suivant 
O¶Hnsemencement, les cellules ont été fixées dans une solution de paraformaldéhyde 4% 
diluée dans du PBS pendant 20 min et perméabilisées avec une solution de Triton X-100 
0,1% diluée dans du PBS pendant 10 min à température ambiante. Les lamelles de verre 
ont alors été saturées dans une solution de blocage (PBS-BSA 5%) pendant 1h30 à 
WHPSpUDWXUHDPELDQWHDYDQWG¶rWUHH[SRVpHVjO¶DQWLFRUSVSULPDLUHVSpFLILTXHDQWL-KCa ou 
anti-intégrine-ȕ1 (Tableau IV) pendant 1h30 à température ambiante. Après des lavages au 
PBS, un anticorps secondaire fluorescent (anti-lapin Alexa Fluor 633; SAB4600404, 
Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) pour la détection de KCa3.1 et anti-souris Alexa 
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)OXRU/LIH7HFKQRORJLH,QFSRXUODGpWHFWLRQGHO¶LQWpJULQH-ȕ1 a été ajouté pendant 
PLQjO¶REVFXULWpHWjWHPSpUDWXUHDPELDQWH 
Les lames de sections de poumons ou G¶$7,, ont finalement été incubées avec du DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-$OGULFK SHQGDQW  PLQ j O¶REVFXULWp j
température ambiante afin de marquer les noyaux cellulaires. Des photographies en 
IOXRUHVFHQFHRQWpWpUpDOLVpHVjO¶DLGHG¶XQHFDPpUD([L$TXDFRQQHFWpHjXQPLFURVFRSH
Olympus, à grossissement 40x/HVLPDJHVRQWILQDOHPHQWpWpDQDO\VpHVjO¶DLGHGXORJLFLHO
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). 
 
3.12 Isolation et culture primaire des cellules alvéolaires murines de type I I   
Les cellules alvéolaires de types II (ATII) ont été isolées à partir de poumons de rats mâles 
adultes Sprague-Dawley (âgés de 6 à 7 semaines) en suivant un protocole déjà bien établi 
au laboratoire 37,61,94,95,79. Brièvement, les poumons ont été perfusés et soumis à plusieurs 
ODYDJHV DYHF GHV VROXWLRQV SK\VLRORJLTXHV DILQ G¶pOLPLQHU OHV FHOOXOHV VDQJXLQHV HW OHV
macrophages alvéolaires, avant de procéder à une digestion enzymatique avec une solution 
G¶pODVWDVHU/mL, Worthington, Lakewood, NJ, USA) pendant 30 min.  
Les ATII ont aussi été récoltées à partir de poumons de souris WT ou KO pour KvLQT1 
(âgées de 7 à 10 semaines). Après euthanasie, les poumons ont été lavés au PBS (1000 µL) 
grâce à une trachéotomie DYDQWG¶rWUHWUDLWpVjO¶pODstase (30 U/mL) pendant 45 min. 
3DUODVXLWHOHVSRXPRQVGHUDWVRXGHVRXULVRQWpWpILQHPHQWEUR\pVDILQG¶REWHQLUXQH
suspension cellulaire qui a ensuite été filtrée. La purification des cellules alvéolaires a alors 
été obteQXHJUkFHjXQHWHFKQLTXHG¶DGKpVLRQGLIIpUHQWLHOOHVRLWKHXUHG¶LQFXEDWLRQVXU
XQSpWULSUpDODEOHPHQWUHFRXYHUWG¶XQHVROXWLRQG¶,J*6LJPD-Aldrich) 96. Cette méthode, 
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TXLUHWLHQWOHVPDFURSKDJHVSHUPHWG¶DXJPHQWHUODSURSRUWLRQG¶$7,,GDQVODVXVSHQVLRQ
celluODLUHMXVTX¶j95,97.  
3RXUO¶LVRODWLRQG¶$7,,GHVRXULVXQWUDLWHPHQWGHO\VH de globules rouges (ACK lysis : 
NH4Cl 150 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7.4) a été fait sur les culots cellulaires 
recueillis pendant 5 min sur glace, avant G¶rWUHQHXWUDOLVpDYHFGX)%6 
/DVXVSHQVLRQFHOOXODLUHG¶$7,, (rats ou souris) a finalement été ensemencée sur différents 
supports de plastique, soit des pétris (Corning, Fisher Scientific Ltd., Nepean, ON, Canada) 
ou des plaques (Corning, Fisher Scientific Ltd., Nepean, ON, Canada) ainsi que sur des 
filtres perméants (0.33 cm2, ThinCerts-TC inserts, Greiner Bio-one; MJS Biolynx, 
Brockville, ON, Canada). Les cellules ont été cultivées dans un milieu essentiel minimum 
(MEM; Gibco, Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada) enrichi à 10 % de FBS, 
de gentamicine (0,08 mg/L, Gibco, /LIH 7HFKQRORJLHV ,QF GH VHSWUD  ȝJP/ GH
WULPHWKRSULPH   ȝJP/ GH VXOIDPHWKR[D]ROH GH  GH ELFDUERQDWH GH VRGLXP
(NaHCO3, Sigma-AldULFK2DNYLOOH21&DQDGD G¶HEPES 10 mM (Hyclone, Fisher 
Scientific Ltd.) et de L-glutamine à 2 mM (Gibco, Life Technologies Inc.) 61,95. Après 3 
jours de culture, ce milieu a été remplacé par le même milieu MEM-10% FBS, mais exempt 
de septra. 
 
3.13 Transfections in vitro de small interfering (si)RNA 
/HVFHOOXOHV$7,,HQVXVSHQVLRQRQWpWpWUDQVIHFWpHVDSUqVOHXULVRODWLRQGjO¶DLGHG¶XQH
FRPELQDLVRQGH/LSRIHFWDPLQH51$L0$;,QYLWURJHQHWGXVL51$FRQWU{OHQpJDWLI
(Universal negative control) ou des siRNA du canal KCa3.1 (Sigma-Aldrich) 79. Après 5 
heures de transfection, les cellules ont été ensemencées dans du milieu MEM-10% FBS-
septra frais sur des pétris de 35 mm préalablement recouverts ou non de fibronectine (10 
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µL de fibronectine/mL de PBS, Sigma-Aldrich), puis cultivées pendant 3 à 4 jours (d3, d4). 
/¶HIILFDFLWp GH OD WUDQVIHFWLRQ HW GH O¶H[WLQFWLRQ GH O¶H[SUHVVLRQ GX FDnal KCa3.1 a été 
mesurée par PCR. 
 
3.14 Réactions en chaîne par polymérase (PCR) 
/¶$51 WRWDO GHV FHOOXOHV $7,, D pWp H[WUDLW j O¶DLGH G¶XQH VROXWLRQ GH 75,]RO /LIH
7HFKQRORJLHV,QFȝJG¶$51RQWpWpXWLOLVps pour la PCR. Brièvement, la synthèse des 
$'1 FRPSOpPHQWDLUHV $'1F D pWp FDWDO\VpH SDU O¶HQ]\PH GH WUDQVFULSWLRQ LQYHUVH
MMLV (RT, LLIH7HFKQRORJLHV,QFHQSUpVHQFHG¶ROLJRQXFOpRWLGHVROLJRG7,QYLWURJHQ
Life Technologies Inc.)79/¶DPSOLILFDWLRQGHV$'1FDpWpHIIHFWXpHjO¶DLGHGHO¶HQ]\PH
polymérase 7DT/LIH7HFKQRORJLHV,QFHWGHVDPRUFHVVSpFLILTXHVGHVJqQHVG¶LQWpUrW 
(Tableau II) : OH FDQDO .&D HW O¶DFWLQH-ȕ GX UDW DILQ GH QRUPDOLVHU OHV SURGXLWV GH
transcription : 
 
 
Tableau II. Amorces des gènes utilisées pour la PCR 
 
 
/HV VpTXHQFHV QXFOpRWLGLTXHV GHV DPRUFHV RQW pWp FRQoXHV GDQV O¶RSWLTXH G¶pYLWHU
O¶DPSOLILFDWLRQ G¶$'1 JpQRPLTXH HQ FLEODQW GHV H[RQV GLVWLQFWV /¶DPSOLILFDWLRQ SDU
transcription inverse (RT-PCR) a été réalisée suivant un protocole bien établi au laboratoire 
37,95,98. Les produits amplifiés par la RT-3&5RQWpWpVpSDUpVVXUJHOG¶DJDURVHHWUpYpOpVj
Gène    Sens    Anti-Sens Amplicon 
KCa3.1 ƍGCT GTT CAT GAC TGA CAA CG ƍ ƍCAT AGC CAA TGG TCA GGA AC ƍ 500-pb 
actine-ȕ ƍCTA AGG CCA AC CGT GAA AAG ƍ ƍGCC ATC TCT TGC TCG AAG TC ƍ 311-pb 
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O¶DLGHGH6<%56DIH/LIH7HFKQRORJLHV,QF/HVVLJQDX[RQWpWpGpWHFWpVjO¶DLGHG¶XQ
Typhoon Gel Imager (Typhoon TRIO variable mode imager, General Electric Healthcare) 
HW OHORJLFLHO ,PDJH4XDQW0ROHFXODU'\QDPLFV%DLHG¶8UIp4&&DQDGDDSHUPLVGH
IDLUHO¶DQDO\VHSRXUODTXDQWLILFation 37,95,98. 
 
3.15 Réactions en chaîne par polymérase quantitative (qPCR) 
/¶$51WRWDOGHVSRXPRQVGHVRXULVWUDLWpHVjODWKLRXUpHDpWpH[WUDLWjO¶DLGHG¶XQHVROXWLRQ
GH75,]RO JG¶$51DpWpXWLOLVpSRXU OD3&5/DV\QWKqVHG¶$'1F a été réalisée 
comme décrit précédemment. Pour chaque échantillon de poumons de souris, 2 ng G¶$'1F
ont été utilisés pour la qPCR. BrièvemenW O¶DPSOLILFDWLRQDpWp UpDOLVpHDYHFGX6<%5
Green PCR Master Mix %LRUDGjO¶DLGHGX5RWRU-Gene Q real time cycle (Qiagen Canada, 
Toronto) en suivant les instructions du manufacturier. Les réactions ont été réalisées en 
triplicata pour chaque échantillon; 3 µL G¶ADNc total ont été ajoutés au mélange 2x 
Universal PCR avec les amorces spécifiques à 7,5 µM (Tableau III), pour un volume final 
de 15 µL. La qPCR a été répétée sur 40 cycles : 95 °C pendant 10 min (pré-PCR), 40 cycles 
de 95 °C pendant 10 s, 60 °C pendant 15 s et 72 °C pendant 20 s et une élongation 
LQFUpPHQWpHGHj&DYHF&/HVDPRUFHVVSpFLILTXHVGHVJqQHVG¶LQWpUrWVVRLW
la sous-XQLWp Į-ENaC, la pompe Na+/K+/ATPase et la HPRT (Hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transferase), afin de normaliser les produits de transcription, ont été 
utilisées :  
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Tableau III. Amorces des gènes utilisées pour la qPCR 
 
 
L¶H[SUHVVLRQUHODWLYHGHV$51PGHO¶Į-ENaC et de la pompe Na+/K+/ATPase a été estimée 
par le nombre de copies (Rotor-gene 6000 software) et normalisée au nombre de copies du 
gène HPRT.  
 
3.16 Migration cellulaire  
Des essais de migration en chambres de type Boyden ont été réalisés DILQG¶pYDOXHU OD
migration cellulaire en 3-dimensions, tel que décrit précédemment au laboratoire 5,79,13. 
Brièvement, les cellules ATII préalablement transfectées ont été séparées à d3 de culture 
par un traitement à la trypsine-EDTA (0.05 %, Gibco, Life Technologies Inc.) (Fig.24). 
Une fois remises en suspension dans du MEM, les ATII ont été ensemencées à raison de 
75 000 cellules dans le compartiment supérieur de la chambre de type Boyden (pores de 8 
µM) ; le compartiment inférieur contenant du milieu MEM seul. Après 18 heures de 
migration, les chambres ont été lavées avec du PBS, puis traitées avec une solution de 
SDUDIRUPDOGpK\GHDILQGHIL[HUOHVFHOOXOHV8QHFRORUDWLRQjO¶KpPDWR[\OLQH6LJPD-
Aldrich) a HQVXLWHpWpHIIHFWXpH/HVFHOOXOHVQ¶D\DQWSDVPLJUpGDQVOHFRPSDUWLPHQWGX
bas au cours des 18 heures ont été éliminées grâce à un coton-tige (Fisher Scientific Ltd.) 
passé sur le côté supérieur des chambres. Le compte total des cellules ayant migré et se 
Gène    Sens    Anti-Sens Amplicon 
Į-ENaC 5' TCC AGT GTA CGC GAC AAC 3' 5' CTG GTT GCA CAG TTG GAA GC 3' 139-pb 
Na+/K+/ATPase 5' CAG CGC TGG GAT TAA GGT CA 3' 5' CTC TGG GGT TCA CCT GGT TC 3' 155-pb 
HPRT 5' CCT CAC TGC TTT CCG GAG CGG 3' 5' CGC TAA TCA CGA CGC TGG GAC TG 3' 118-pb 
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retrouvant sur la partie inférieure du filtre a été fait de manière randomisée (5 champs 
DOpDWRLUHVjO¶DLGHG¶XQPLFURVFRSHjODPSHLQYHUVpHJURVVLVVHPHQWGH[ 
 
 
Figure 24. Ligne du temps des expériences sur cellules épithéliales alvéolaires de rat 
Chronologie de la culture et des expériences des cellules ATII de rats transfectées des siRNA 
contrôles ou dirigés contre le canal KCa3.1. 
 
 
3.17 Prolifération cellulaire  
Les cellules transfectées avec les siRNA de KCa3.1 ou les siRNA contrôles ont été 
ensemencées dans des pétris de 35 mm à faible densité (50 000/cm2) recouverts ou non de 
fibronectine 79. Au 3ème jour de culture (d3), les cellules transfectées ont été séparées suite 
à un traitement à la trypsine-EDTA. La viabilité cellulaire a été vérifiée par la coloration 
au bleu de Trypan et le compte total de cellules vivantes a été fait. La prolifération cellulaire 
a aussi été mesurée à d4.  
 
3.18 Réparation de plaies mécaniques 
Au 4ème jour de culture, les monocouches de cellules ATII, ensemencées sur support de 
SODVWLTXHHWDUULYpHVjHQYLURQGHFRQIOXHQFHRQWpWpOpVpHVPpFDQLTXHPHQWjO¶DLGH
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G¶XQHPERut de pipette P10 Gilson (6 plaies/pétris ou 3 plaies/puits de plaques) suivant un 
protocole déjà établi et hautement reproductible 59,61,60,99±101. Immédiatement après que les 
plaies aient été effectuées (t0), les monocouches cellulaires lésées ont été lavées pour 
enlever tous résidus cellulaires. Des photographies en champs clair (grossissement de 4x) 
des plaies ont été prises à t0 et à différents temps au cours de la réparation afin de mesurer 
la taille des plaies et de calculer les vitesses de réparation 99$ILQGHV¶DVVXUHUGHSUHQGUH
la photographie au même endroit de chaque plaie au cours du temps, une marque a été faite 
VXUO¶HQYHUVGHVVXSSRUWVGHSODVWLTXH/DGXUpHQpFHVVDLUHSRXUODUpSDUDWLRQGHV plaies 
YDULHGHjKHXUHVVHORQOHVW\SHVG¶$7,, (rats ou souris). La surface des plaies au fil 
GXWHPSVDpWpPHVXUpHjO¶DLGHGXORJLFLHO ,PDJH-HWFRQYHUWLHHQYLWHVVHGHUpSDUDWLRQ
ȝP2/h).  
 
3.19 Extraction et dosage protéiques  
Les protéines ont pWpH[WUDLWHVGHVFHOOXOHV$7,,j O¶DLGHG¶XQ WDPSRQGH O\VHFHOOXODLUH
(Tris-HCl 50 mM, pH 7.6, Triton X-100 1% (Fisher Scientific Ltd.), SDS 0,1% (Bioshop 
Canada Inc., Burlington, ON, Canada), NaCl 150 mM (ACP, Montréal, QC, Canada), 1 
SDVWLOOHG¶LQKLELWHXUVGHSURWpDVHV(Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cocktail, 
Roche Applied Science, Laval, QC, Canada)). Les lysats cellulaires ont été transférés sur 
glace pendant 30 min et centrifugés à 12 000 rpm à 4°C pendant 15 min. Les surnageants 
ont été récupérés et les protéines dosées par la méthode de Bradford. 
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3.20 Co-immunoprécipitation  
Les expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées à partir des protéines isolées 
des cellules ATII de rats. Les protéines ont été extraites dans une solution tampon #1 (NaCl 
150 mM, Tris±HCl 50 mM, pH 7.5, Nonidet P40 1 % et désoxycholate de sodium 0.5 %) 
G¶XQNLWG¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ5RFKH$SSOLHG6FLHQFH, Laval, QC, Canada) suivant les 
instructions du fournisseur. Les lysats obtenus ont été homogénéisés puis séparés par 
centrifugation. Un pré-ODYDJHDpWpHIIHFWXpjO¶DLGHde 50 µL de 50% de suspension de 
ELOOHV G¶DJDURVH SURWpLQH-A (protein A, Roche Applied Science, Laval, QC, Canada) 
pendant 3 heures puis les lysats ont été récolWpV/¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQDpWpUpDOLVpHDYHF
O¶DQWLFRUSVG¶LQWpUrW) (Tableau IV) pendant 1 heure à 4°C 102. 
 
Tableau IV. Anticorps utilisés pour les immunoprécipitations 
Protéine ciblée Anticorps  Espèce 
 
Intégrine-ȕ Anti-CD29, 610467, BD 
Biosciences, Mississauga, 
ON, Canada 
 Souris 
KCa3.1 APC-064, Alomone Labs, 
Jerusalem, Israel 
 Lapin 
EGFR 
 
#2232S ; Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA 
 Lapin 
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Le complexe antigène-anticorps a ensuite été précipité avec la suspension de billes protéine 
A (50 µL) pendant 18 heures à 4°C. Une série de lavages a ensuite été faite sur le complexe 
LPPXQRSUpFLSLWp$SUqV GHX[ ODYDJHV j O¶DLGH GH OD VROXWLRQ  GHX[ ODYDJHV DYHF OH
tampon #2 (NaCl 500 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, Nonidet P40 0.1 %, et désoxycholate 
GHVRGLXPHWXQODYDJHjO¶DLGHGXWDPSRQ7ULV-HCl10 mM, pH 7.5, Nonidet 
P40 0.1 % et désoxycholate de sodium 0.05 %), le complexe protéique a été centrifugé et 
pOXpjO¶DLGHGH/GHSampleBuffer 2X (Tris±HCl 62,5 mM, pH 6.8, SDS 2%, glycérol 
EOHXGHEURPRSKpQROȕ-mercaptoéthanol 4 % (Sigma-Aldrich)).  
 
3.21 Immunobuvardage (type Western Blot) 
$SUqV H[WUDFWLRQ OHV SURWpLQHV RQW pWp GpQDWXUpHV SHQGDQW  PLQ j & j O¶DLGH GH
SampleBuffer 2X. Elles ont ensuite été séparées par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide SDS-PAGE (7,5 %) et transférées sur des membranes de nitrocellulose 
(GE Healthcare, Mississauga, ON, Canada) en respectant le protocole établi au laboratoire 
61,37. /HVPHPEUDQHVRQWHQVXLWHpWpLQFXEpHVGDQVXQHVROXWLRQGHEORFDJHDYDQWG¶rWUH
incubées avec les anticorps primaires voulus (Tableau V). Après lavage, les membranes 
ont été incubées dans des solutions contenant les anticorps secondaires couplés à la HRP 
(horse raddish peroxydaseSHQGDQWK/¶LQWHQVLWpGHVEDQGHVDHQVXLWHpWpDQDO\VpHHW
TXDQWLILpHSDUQRUPDOLVDWLRQjO¶DFWLQH-ȕ jO¶DLGHGXORJLFLHO0XOWL*DXJH)XMLILOP 
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Tableau V. Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les immunobuvardages 
 
Protéine ciblée  Anticorps   Espèce 
 
Intégrine-ȕ Anti-CD29, 610467, BD 
Biosciences, 
Mississauga, ON, Canada 
 Souris 
KCa3.1 APC-064, Alomone 
Labs, Jerusalem, Israel 
 Lapin 
EGFR 
 
#2232S ; Cell Signaling 
Technology, Danvers, 
MA 
 Lapin 
Actine-ȕ  #4968S ; Cell Signaling 
Technology,  
Danvers, MA, USA 
 Lapin 
Anti-lapin #7074 ; Cell Signaling 
Technology,  
Danvers, MA, USA 
 Chèvre 
Anti-souris AP-308P; Millipore, 
Etobicoke, ON, Canada  
 Chèvre 
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3.22 Statistiques  
/DPR\HQQHO¶HUUHXUstandard (standard error of the mean (SEM)) des différentes valeurs 
HVWUHSUpVHQWpHVXUOHVGLIIpUHQWVJUDSKLTXHV/¶DQDO\VHVWDWLVWLTXHDpWpUpDOLVpHjO¶DLGHGX
logiciel GraphPad Prism version 5 pour Windows (GraphPad software, San Diego, CA, 
USA) ; des tests de Wilcoxon signed-rank ont été réalisés pour les valeurs non-
paramétriques de populations différentes et des tests Mann-Whitney pour les hypothèses 
non-paramétriques au sein de la même population. Les différences ont été considérées 
comme étant significatives lorsque p < 0,05.   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 4 ± Résultats 
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4.1 Rôle du canal KCa3.1 dans les mécanismes de régulation de la réparation de 
O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
$ILQGHPHVXUHUO¶LPSDFWGHODmodulation du canal KCa3.1 sur les processus de réparation 
GHO¶pSLWKpOLXPSOXVLHXUVSDUDPqWUHV, tels que la vitesse de réparation, la prolifération ainsi 
que la migration cellulaire, ont été mesurés.  
 
(IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO KCa3.1 sur la réparation épithéliale 
/¶LPSDFWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.&DDWRXWG¶DERUGpWppWXGLp'HV
plaies mécaniques ont été effectuées sur des monocouches de cellules ATII de rats en 
SUpVHQFHRXQRQG¶XQLQKLELWHXUSKDUPDFRORJLTue sélectif à KCa3.1, le TRAM-34 (5 ou 10 
µM). La vitesse de réparation des plaies a été calculée sur une période de 24 h, suivant un 
protocole déjà bien établi au laboratoire 59±61,99±101 (Fig.25A).  
 
Sur les pétris non préalablement recouverts de fibronectine (non recouvert), la vitesse de 
UpSDUDWLRQ QH VHPEOH SDV rWUH DIIHFWpH SDU O¶DMRXW GX 75$0-34 (5 et 10 µM), aucune 
GLIIpUHQFHVLJQLILFDWLYHQ¶DpWpREVHUYpHFig.25B). Les cellules cultivées sur fibronectine 
(Fn) (10 µL de fibronectine/mL de PBS) et en absence de TRAM-34 montrent, quant à 
elles, une vitesse de réparation significativement supérieure (38,3 ± 3,0 × 103 ȝP2/h) à celle 
sur pétris non recouverts (30,5 ± 3,1 × 103 ȝP2/h). Cette augmentation (7,8 × 103 ȝP2/h) 
de la vitesse de réparation sur matrice de Fn est en accord avec la littérature 86. Celle-ci est 
toutefois en partie réduite en présence de TRAM-34. En effet, la vitesse de réparation des 
FHOOXOHV GLPLQXH HQ SUpVHQFH GH O¶LQKLELWHXU GH PDQLqUH GRVH-dépendante et atteint 
respectivement 32,9 ± 1,7 × 103 ȝP2/h et 25,8 ± 3,5 × 103 ȝP2/h en présence de 5 et 10µM 
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de TRAM-34. Ces diminutions de vitesse de réparation sont significatives par rapport à la 
vitesse de réparation des cellules cultivées sur matrice de Fn et sans TRAM-34.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25(IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.&DVXUODUpSDUDWLRQ des 
plaies des monocouches des cellules ATI I  de rats stimulée par la fibronectine 
A. Photographies représentatives des plaies mécaniques sur les monocouches de cellules ATII de 
rats, cultivées en présence ou non (non recouvert) de fibronectine (Fn) et traitées ou non à 
O¶LQKLELWHXU GX FDQDO.&D 75$0-34, 10 µM). Les photographies T0 et T24 ont été prises 
respectivement au moment suivant la formation de la plaie (pointillés) et 24 h après (grossissement 
de 4x). B. Vitesse de réparation de la monocouche de cellules lésées mécaniquement, cultivées ou 
non sur matrice de Fn et traitées ou noQjO¶LQKLELWHXUGXFDQDO.&D75$0-34, 5 et 10 µM). 
La vitesse de réparation est calculée en µm2/h sur une période de 24 heures et comparée à la 
condition contrôle (absence de TRAM-34, 0 µM) (n=6, * p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., 
2015). 
$ 
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4.1.2 Extinction du canal KCa3.1 par transfection de siRNA spécifiques  
Pour confirmer le rôle du canal KCa3.1 dans les différents mécanismes de réparation, les 
cellules ATII de rats ont été transfectées avec des siRNA (small interfering RNA) dirigés 
contre KCaDILQG¶LQKLEHUVRQH[SUHVVLRQ 
/¶HIILFDFLWpGHODWUDQVIHFWLRQGHVVL51$DpWpYpULILpHSDUDPSOLILFDWLRQ3&5Fig.26A). 
/H QLYHDX G¶H[SUHVVLRQ GHV $51P H[WUDLWV GHV FHOOXOHV WUDQVIHFWpHV DYHF XQ VL51$
contrôle (siContrôle) ou avec les siRNA dirigés contre KCa3.1 (siKCa3.1) a été quantifié 
SDUPHVXUHGHGHQVLWRPpWULHGHVIUDJPHQWVG¶$'1HWUDSSRUWpHQSRXUFHQWDJHSDUUDSSRUW
jODFRQGLWLRQFRQWU{OH8QHEDLVVHVLJQLILFDWLYHG¶HQYLURQGHO¶H[SUHVVLRQGHO¶$51P
codant pour une séquence spécifique du canal KCa3.1 est observée dans les cellules 
transfectées avec les siRNA dirigés contre KCa3.1. Des tests de cytotoxicité ont démontré 
TXHODYLDELOLWpGHVFHOOXOHVQ¶HVWSDVDIIHFWpHSDUODWUDQVIHFWLRQVL&RQWU{OHRXVL.&D 
 
(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQ du canal KCa3.1 par siRNA sur les mécanismes de réparation 
GHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
4.1.3.a Vitesse de réparation de la monocouche  
$ILQG¶pWXGLHUOHU{OHGXFDQDO.&DGDQVOHVPpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQpSLWKpOLDOHOD
vitesse de réparation de PRQRFRXFKHV FHOOXODLUHV G¶$7,, GH UDWV WUDQVIHFWpHV DYHF OHs 
siRNA dirigés contre KCa3.1 a été mesurée. En absence de matrice de Fn, O¶H[WLQFWLRQ de 
.&D VL.&D Q¶D HX DXFXQ HIIHW VXU OD YLWHVVH GH UpSDUDWLRQ GH SODLHV VXU GHV
PRQRFRXFKHV G¶$7,, Fig.26B). Par contre, les cellules transfectées par les siRNA de 
KCa3.1 et cultivées sur Fn voient leur vitesse de réparation diminuée significativement 
(28,8 ± 2,3x103 ȝP2/h) par rapport à la condition contrôle (siContrôle) (33,9 ± 1,7x103 
ȝP2/h). 
64 
 
 
 
 
Figure 26. Effet de O¶H[WLQFWLRQ du canal KCa3.1 par siRNA sur la réparation des 
monocouches de cellules ATI I  de rats 
A3KRWRJUDSKLHUHSUpVHQWDWLYHG¶XQJHOG¶DJDURVHPRQWUDQWOHVIUDJPHQWVG¶$'1GXFDQDO.&D
(500pb) DLQVL TXH GH O¶DFWLQH-ȕ SE amplifiés par PCR obtenus à partir de cellules ATII 
transfectées avec le siRNA contrôle (siContrôle) ou les siRNA dirigés contre KCa3.1 (siKCa3.1). 
/¶H[SUHVVLRQHQ$51PGHVFHOOXOHVWUDQVIHFWpHVDYHFOHVL51$FRQWU{OHVL&RQWU{OHRXOHs siRNA 
dirigés contre .&DVL.&DDpWpQRUPDOLVpHjO¶DFWLQH-ȕUDSSRUWpHHQSRXUFHQWDJHSDUUDSSRUW
au siContrôle (n=8, * p<0,05). B. Vitesse de réparation de plaies effectuées sur des monocouches 
de cellules ATII de rats lésées mécaniquement et transfectées avec des siRNA (siContrôle ou dirigé 
contre le canal KCa3.1, siKCa3.1). Les cellules ont été cultivées sur pétris non recouverts ou sur 
matrice de Fn. La vitesse de réparation est calculée en µm2/h sur une période de 24 h. (n=7, * 
p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., 2015). 
  
65 
 
4.1.3.b Prolifération cellulaire 
La réparation épithéliale fait intervenir différents processus dont la prolifération et la 
migration cellulaire afin de générer un nouvel épithélium. Dans un premier temps, afin de 
vérifier si la modulation du KCa3.1 a un impact sur la prolifération des cellules, le 
décompte cellulaire des ATII a été réalisé 3 jours après la transfection avec les siRNA de 
KCa3.1 (Fig.27)GRQW O¶DEVHQFHGHF\WRWR[LFLWpDYDLWSUpDODEOHPHQWpWpFRQILUPpH. Une 
faible diminution, toutefois non significative, de la prolifération des cellules a été observée 
en présence du siKCa3.1 sur matrice de Fn comparée aux cellules transfectées avec les 
siRNA contrôle.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27. Effet de O¶H[WLQFWLRQ du canal KCa3.1 par siRNA sur la prolifération cellulaire 
des ATI I  de rats 
Nombre de cellules ATII transfectées par des siRNA (siContrôle ou dirigés contre le canal KCa3.1, 
VL.&DMRXUVDSUqVODWUDQVIHFWLRQHWO¶HQVHPHQFHPHQWGHVFHOOXOHVFultivées ou non sur matrice 
de Fn. Les valeurs sont exprimées en pourcentage du nombre de cellules mesurées en condition 
contrôle (siContrôle) sur support non recouvert (n=14). (Girault A., Chebli J., et al., 2015). 
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4.1.3.c Migration cellulaire 
La migration cellulaire a été mesurée en 3-dimensions, en utilisant des chambres de 
migration de type Boyden. 1RVGRQQpHVPRQWUHQWWRXWG¶DERUGTXHOe recouvrement par la 
Fn DDXJPHQWp OHQRPEUHG¶$7,, WUDQVIHFWpHV ayant migré (561 ± 89 cellules / champ) 
comparativement au recouvrement de gélatine (condition contrôle, substrat qui ne se lie 
SDVjO¶LQWpJULQH(308 ± 55 cellules / champ) (Fig.28). De plus, la migration cellulaire des 
ATII transfectées avec les siRNA dirigés contre KCa3.1 est significativement diminuée 
(253 ± 51 cellules / champ) par rapport à celle des ATII transfectés avec les siContrôle 
(561 ± 89 cellules / champ) dans les chambres recouvertes de Fn$XFXQHGLIIpUHQFHQ¶D
cependant été observée sur la migration entre les deux types de siRNA sans recouvrement 
de Fn (gélatine).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.&DSDUVL51$VXUODPLJUDWLRQFHOOXODLUHHn 3-
dimensions des ATI I  de rats 
Nombre de cellules transfectées par des siRNA (siContrôle ou dirigés contre le canal KCa3.1, 
siKCa3.1) ayant migré au travers des chambres de type Boyden, recouvertes de gélatine (contrôle) 
ou de Fn, sur une période de 18 h (n=6, * p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., 2015). 
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4.1.4 Relation entre le canal KCa3.1, la matrice extracellulaire HWO¶LQWpJULQH-ȕ 
Comme mentionné précédemment, afin de réparer un épithélium lésé et dénudé, les cellules 
RQW EHVRLQ G¶LQWHUDJLU DYHF OHV SURWpLQHV GH OD PDWULFH H[WUDFHOOXODLUH notamment via 
O¶LQWpJULQH-ȕ 79,86,103. Les résultats présentés précédemment démontrent un lien 
IRQFWLRQQHOSRVVLEOH HQWUH OH FDQDO.&D HW OD ILEURQHFWLQH XQ OLJDQGGH O¶LQWpJULQH
entre autres pour la réparation épithéliale et ODPLJUDWLRQ FHOOXODLUH$ILQ G¶pWXGLHU une 
SRVVLEOHUHODWLRQSURWpLTXHHQWUHOHFDQDO.&DHWO¶LQWpJULQH-ȕGHX[DSSURFKHVRQWpWp
utilisées : des essais de co-localisation par immunofluoresence et par co-
immunoprécipitation.  
 
4.1.4.a Immunolocalisation 
Au niveau intracellulaire, la détectioQGH.&DURXJHHWGHO¶LQWpJULQH-ȕYHUWDpWp
faite par immunofluorescence (Fig.29). Leur co-localisation a été confirmée (jaune) au 
niveau intra-cellulaire et de la membrane plasmique des ATII de rats.  
 
 
 
 
 
Figure 29. Co-localisation du canal KCDHWGHO¶LQWpJULQH-ȕH[SULPpV dans les cellules 
ATI I  de rats 
Photographies représentatives de la détection immunocytochimique du canal KCa3.1 (Alexa 633, 
URXJHGHO¶LQWpJULQH-ȕ$OH[DYHUWHWGHODFRORFDOLVDWLRQMDXQHVXUGHVFHOOXOHV$7,, de 
rats observées au microscope optique à fluorescence (grossissement 40x, échelle : 10 µm). (Girault 
A., Chebli J., et al., 2015). 
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4.1.4.b Co-immunoprécipitation  
(QFRPSOpPHQWjO¶immunofluorescenceODUHODWLRQHQWUHOHFDQDO.&DHWO¶LQWpJULQH-
ȕD été étudiée par co-iPPXQRSUpFLSLWDWLRQ/¶H[SUHVVLRQGH.&DHWGHO¶LQWpJULQH-ȕ
GDQV GHV H[WUDLWV SURWpLTXHV GH FHOOXOHV $7,, GH UDWV D G¶DERUG pWp FRQILUPpH SDU OD
UpYpODWLRQGH O¶LPPXQREXYDUGDJH (Fig.30, Lysat total) : bandes à 105 et 120 kDa pour 
l¶LQWpJULQH-ȕ(UHVSHFWLYHPHQWOHVSURWpLQHVLPPDWXUHVHWPDWXUHVGHO¶LQWpJULQH-ȕ) et à 
51 kDa pour KCa3.1. Les immunoprécipitations ont ensuite été réalisées soit avec un 
DQWLFRUSVVpOHFWLIGHO¶LQWpJULQH-ȕ,3LQWpJULQH-ȕRXGH.&D,3.&D'Dns ces 
GHX[ FRQGLWLRQV O¶LQWpJULQH-ȕ HW OH FDQDO .&D RQW SX rWUH GpWHFWpV VXJJpUDQW XQH
interaction entre ces deux types de protéines.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30. Co-immunoprécipitations GXFDQDO.&DHWGHO¶LQWpJULQH-ȕH[SULPpV dans les 
cellules ATI I  de rats 
Immunobuvardages des éluats des immunoprécipitations GH.&D,3.&DHWGHO¶LQWpJULQH-
ȕ ,3 LQWpJULQH-ȕ VXU SURWpLQHV WRWDOHV GH FHOOXOHV$7,, GH UDWV5pYpODWLRQ GH O¶LQWpJULQH-ȕ
(ligne du haut, 105-120 kDa) et du KCa3.1 (ligne du bas, 55 kDa). Le lysat total (colonne Lysat 
total) a été déposé en guise de contrôle. (Girault A., Chebli J., et al., 2015). 
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4.1.5 Relation entre le canal KCa3.1 et le récepteur EGFR  
Comme il a été montré précédemment, les canaux potassiques sont impliqués dans la 
UpJXODWLRQ GHVPpFDQLVPHV GH UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH ,O D également été 
montré que cette régulation peut être modulée par les facteurs de croissances 59,60. Au 
nivHDX GH O¶pSLWKpOLXP EURQFKLTXH O¶DFWLYDWLRQ SDU O¶(*) de son récepteur (EGFR) 
entraîne la stimulation des processus de migration et de prolifération cellulaires, 
augmentant ainsi la vitesse de réparation épithéliale 60.  
$ILQG¶pWXGLHUXQHSRVVLEOHUHODWLRn protéique entre les canaux potassiques KCa3.1 et le 
récepteur EGFR, une approche de co-immunoprécipitation a été utilisée. 
/¶H[SUHVVLRQGHO¶(*)5HWGXFDQDO.&DGDQVGHVH[WUDLWVSURWpLTXHVWRWDX[GHFHOOXOHV
$7,,GHUDWVDpWpFRQILUPpHSDUODUpYpODWLRQGHO¶LPPXQREXYDUGDJHFig.31, Lysat total) : 
EDQGHVjN'DSRXUO¶(*)5HWjN'DSRXU.&D/¶LPPunoprécipitation a été 
UpDOLVpH DYHF XQ DQWLFRUSV VpOHFWLI GH O¶(*)5 ,3 (*)5 'DQV FHV GHX[ FRQGLWLRQV
O¶(*)5 HW OH FDQDO .&D RQW SX rWUH GpWHFWpV VXJJpUDQW une interaction entre ces 
protéines.  
 
 
 
 
 
Figure 31. Co-LPPXQRSUpFLSLWDWLRQGHO¶(*)R et du canal KCa3.1 exprimés dans les ATI I  
de rats 
Immunobuvardages des éluatV GH O¶LPPXQRSUpFLSLWDWLRQ GH O¶(*)5 ,3 (*)5 VXU SURWpLQHV
WRWDOHVH[WUDLWHVGHFHOOXOHV$7,,GHUDWV5pYpODWLRQGHO¶(*)5OLJQHVGXKDXWN'DHWGH
KCa3.1 (ligne du bas, 55 kDa). Le lysat total (colonne Lysat total) a été migré en guise de contrôle. 
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Contributions  
Les précédents résultats (Fig.25 à Fig.30) sont décrits dans un article joint en annexe (voir 
ANNEXE) dont je suis co-auteure. Parmi les données de cet article, seuls les résultats 
DX[TXHOVM¶DLSXFRQWULEXHURQWpWpVpOHFWLRQQpVHWSUpVHQWpVGDQVFHPpPRLUH 
 
 
 
 
  
71 
 
4.2 Rôle du canal KvLQT1 dans les processus physiopathologiques du SDRA 
Précédemment, il a été montré au laboratoire que le canal potassique voltage-dépendant 
.Y/47HVWLPSOLTXpGDQVOHVGLIIpUHQWVPpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXP in vitro 
99. De plus, des études précédentes menées au laboratoire ont montré que la modulation du 
canal KvLQT1 régulait la réabsorption ionique (via ENaC) et de fluides au travers des 
monocouches de cellules ATII de rats in vitro 37. 0RQEXWpWDLWGRQFG¶pYDOXHUOHU{OHGH
.Y/47GDQVXQPRGqOHG¶°GqPHSXOPRQDLUHVHFWLRQHWGDQVXQPRGqOHGH6'5$
VHFWLRQ  La modulation du KvLQT1 a été réalisée SDU O¶XWLOLVDWLRQ G¶DJHQWV
pharmacologiques spécifiques (activateur : R-/ȝ0HWLQKLELWHXU FKURPDQROȝ0
sur des souris sauvages (WT) ou déficientes pour KvLQT1 (KO).  
 
0RGqOHG¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWSDUODWKLRXUpH dans un modèle murin 
&RPPH GpFULW GDQV O¶LQWURGXFWLRQ O¶°GqPH SXOPRQDLUH HVW XQ GHV SDUDPqWUHV 
physiopathologiques décrits du SDRA. Un modèle in vivo G¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWSDU
une injection de thiourée (i.p., 4h) a donc été utilisé, chez des souris 90.  
 
4.2.1.1 Modulation de l¶DFWLYLWpGXFDQDO.Y/47VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHinduit par la 
thiourée dans un modèle murin  
$ILQGHPHVXUHUO¶LQGLFHG¶°GqPHSXOPRQDLUHOHUDWLR:HW'U\:'HVWFDOFXOpYLDOH
SRLGVGHVSRXPRQVKXPLGHVDYHFOLTXLGHHWVHFVVDQVOLTXLGHVHORQXQHWHFKQLTXHWLUpH
GHODOLWWpUDWXUHHWELHQpWDEOLHDXODERUDWRLUH 
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(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
Comme attendu, le ratio W/D augmente de manière significative sXLYDQW O¶LQMHFWLRQ GH
thiourée (5,55 ± 0,18) comparativement à la condition contrôle (4,17 ± 0,16), indiquant le 
GpYHORSSHPHQWG¶XQ°GqPHSXOPRQDLUHLe ratio diminue significativement chez les souris 
ayant reçu un pré-traitement au R-L3 (4µM) (5,03 ± 0,13), LQGLTXDQWTXHO¶DFWLYDWLRQGH
.Y/47 SRXUUDLW SUpYHQLU OH GpYHORSSHPHQW GH O¶°GqPH pulmonaire ou aider à sa 
UpVROXWLRQ,OHVWjQRWHUTXHO¶DFWLYDWLRQVHXOHGH.Y/47SDUOH5-L3, soit sans induction 
G¶°GqPHSDUODWKLRXUpHQ¶HQJHQGUHDXFXQFKDQJHPHQWsignificatif du W/D (Fig.32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47VXUO¶°GqPH
pulmonaire induit par la thiourée dans le modèle in vivo 
Ratio du poids des poumons humides et secs (:HW'U\, W/D) des souris WT en condition contrôle 
(-RXVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHLSPJNJWUDLWpHVRXQRQ-) au R-/LQȝ0
50 µL, 1h) (n= 4-11 par groupe) (* p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.1.1.2 Inhibition dHO¶DFWLYLWpGX canal KvLQT1  
$ILQG¶pWXGLHUO¶LPSDFWGHO¶LQKLELWLRQGXFDQDO.Y/47VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHGHX[
DSSURFKHVRQWpWpFKRLVLHVVRLWO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHSDUOHFKURPDQROLQKLELWHXU
VpOHFWLIj.Y/47HWXQPRGqOHGHVRXULVGpILFLHQWHVSRXUFHFDQDO.2 
 
4.2.1.1.2.a (IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
Tout comme observé précédemment, la thiourée provoque une augmentation du ratio W/D 
(5,46 ± 0,41) de manière significative comparativement au ratio W/D de la condition 
contrôle (4,22 ± 0,12) (Fig.33)/HWUDLWHPHQWjO¶LQKLELWHXUGH.Y/47FKURPDQRO0
Q¶DHXDXFXQHIIHWGHEDVHVXUle ratio W/D (4,32 ± 0,03) QLVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpH
(5,41 ± 0,22).  
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Figure 33(IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGX.Y/47 VXUO¶°GqPHpulmonaire 
induit par la thiourée dans le modèle in vivo 
Ratio du poids des poumons humides et secs (:HW'U\, W/D) des souris WT en condition contrôle 
(-RXVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHLSPJNJWUDLWpHVRXQRQ-) au chromanol (i.n., 
ȝ0µL, 1h) (n= 4-5 par groupe) (* p<0,05, **p<0,01). (Girault A., Chebli J., et al., en 
préparation). 
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4.2.1.1.2.b (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2 
/¶°GqPHSXOPRQDLUHDDXVVLpWppYDOXpFKH]OHVVRXULVGpILFLHQWHVSRXUOHFDQDO.Y/47
(KO) afin de confirmer les résultats obtenus précédemment. La thiourée a provoqué une 
augmentation de O¶LQGLFHG¶°GqPH pulmonaire chez les souris KO (5,07 ± 0,18, p<0,05) 
comparativement au PBS (Fig.34). Par contre, le ratio W/D est plus faible que celui 
retrouvé chez les souris WT (Fig32). L¶HIIHWEpQpILTXHGHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.Y/47
par le R-/VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHFig32) est prévenu dans les souris KO. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34(IIHWGHO¶extinction du KvLQT1 par KO VXUO¶°GqPHpulmonaire induit par la 
thiourée dans le modèle in vivo 
Ratio du poids des poumons humides et secs (:HW'U\, W/D) des souris KO en condition contrôle 
(-RXVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHLSPJNJWUDLWpHVRXQRQ-) au R-/LQȝ0
50 µL, 1h) (n= 4-11 par groupe) (* p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.1.2 MRGXODWLRQGHO¶DFWLYLWpGu canal KvLQT1 VXUO¶H[SUHVVLRQgénomique de canaux 
ioniques GDQVXQPRGqOHG¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWSDUODWKLRXUpHLQYLYR 
&RPPH PHQWLRQQp GDQV O¶LQWURGXFWLRQ OD PRGXODWLRQ GHV FDQDX[ SRWDVVLTXHV SHXW
LQIOXHQFHUO¶H[SUHVVLRQG¶DXWUHVWUDQVSRUWHXUVLRQLTXHVin vitro, tel le canal sodique ENaC 
37. 
$ILQ G¶pWXGLHU O¶LPSDFW GH O¶H[WLQFWLRQ GX FDQDO .Y/47 SDU .2 VXU O¶H[SUHVVLRQ
JpQRPLTXHGHVWUDQVSRUWHXUVLRQLTXHVGDQVOHPRGqOHG¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWpar la 
WKLRXUpH OHVQLYHDX[G¶$51PFRGDQWSRXU le canal ENaC (Į-ENaC) et pour la pompe 
Na+/K+/ATPase ont été mesurés. Ces deux protéines ont un rôle prépondérant dans le 
transport des ions et fluides. Les niveaux G¶$51Pont été mesurés par une analyse de PCR 
quantitative (qPCR), à partir des poumons de souris WT et KO pour KvLQT1.  
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4.2.1.2.a eWXGHGHO¶H[SUHVVLRQGHV$51Pcodant pour O¶Į-ENaC 
Les UpVXOWDWVVHPEOHQWPRQWUHUXQHOpJqUHEDLVVHQRQVLJQLILFDWLYHGHVQLYHDX[G¶H[pression 
des ARNm de la sous-unité Į-ENaC chez les souris WT et KO traitées à la thiourée 
(respectivement 1,34       comparées aux souris WT et KO contrôles 
(respectivement 1,69Q )LJ&HWWHEDLVVHHVWUHWURXYpHGDQVOHVVRXULV
:7WUDLWpHVDX5/ 
 
Figure 35. Effet de la thiourée et de la modulation GXFDQDO.Y/47VXUO¶H[SUHVVLRQGHs 
ARNm codant pour Į-ENaC in vivo 
/¶H[SUHVVLRQGHs ARNm codant pour Į-ENaC des poumons de souris WT et KO pour le canal 
.Y/47HQFRQGLWLRQFRQWU{OH3%69pKLFXOHRXVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHLSPJNJ
traitées ou non (Véhicule) au R-/LQȝ0µL, 1h) a été calculée en nombre de copies et 
normalisée à la HPRT (n=1 (WT, PBS/Véhicule) ; n=4).  
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4.2.1.2.b eWXGHGHO¶H[SUHVVLRQGHV$51P codant pour la pompe Na+/K+/ATPase  
/HV UpVXOWDWV PRQWUHQW TXH OHV QLYHDX[ G¶H[SUHVVLRQ GHV $51P GH OD SRPSH
1D.$73DVHFKH]OHVVRXULV:7QHVRQWSDVPRGXOpVSDUODWKLRXUpH
QLSDUOH5/)LJ,O\DDXVVLXQHDEVHQFHG¶HIIHWGHPRGXODWLRQ
GH O¶H[SUHVVLRQ GH OD SRPSH 1D.$73DVH FKH] OHV VRXULV .2    SDU OD
WKLRXUpH 
 
Figure 36. Effet de la thiourée et de la modulation GXFDQDO.Y/47VXUO¶H[SUHVVLRQGHs 
ARNm codant pour la pompe Na+/K+/ATPase in vivo 
/¶H[SUHVVLRQGHs ARNm codant pour la pompe Na+/K+/ATPase des poumons de souris WT et KO 
pour le canal KvLQT1 en condition contrôlH3%69pKLFXOHRXVXLWHjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHLS
5 mg/kg), traitées ou non (Véhicule) au R-/LQȝ0µL, 1h) a été calculée en nombre de 
copies et normalisée à la HPRT (n=2-4). 
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4.2.1.3 Analyse histologique des poumons de souris avec un °dème pulmonaire induit par 
la thiourée dans un modèle murin  
Afin de visualiser les effets de la modulation de KvLQT1, une analyse histologique des 
poumons de souris DpWpUpDOLVpHDYHFO¶DLGHG¶XQSDWKRORJLVWH'U/*DERXU\,QVWLWXWGH
recherche en immunologie et en cancérologie, IRIC, Université de Montréal). Les coupes 
de sections de poumons des souris WT et KO, injectées ou non avec de la thiourée en 
présence ou non avec le R-/ RQW pWp FRORUpHV j O¶KpPDWR[\OLQH-éosine (Fig.37). Ni 
O¶DGPLQLVWUDWLRQGHODWKLRXUpHQLO¶DFWLYDWion de KvLQT1 n¶D HXG¶HIIHWVQRWDEOHVVXUOD
structure histologique des poumons des souris (WT et KO).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37. Effet de la thiourée sur la structure histologique des poumons de souris 
Photographies optiques en champs clairs de sections de poumons de souris sauvages (WT) et 
déficientes pour le canal KvLQT1 (KO), ayant reçu une injection de thiourée (i.p., 5 mg/kg) ou 
PBS, pré-tUDLWpHVRXQRQ9pKLFXOHDYHFO¶DFWLYDWHXU5-/LQȝ0µL, 1h). La coloration a 
pWpHIIHFWXpHjO¶KpPDWR[\OLQH-éosine (grossissement à 40x, échelle : 25µM).  
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4.2.2 Modèle de SDRA induit par la bléomycine dans un modèle murin 
Afin de poursuivre pOXV HQ SURIRQGHXU O¶pYDOXDWLRQ GX U{OH GX FDQDO .Y/47 VXU OD
résolution du SDRA, un autre modèle in vivo, plus complet que celui de la thiourée, a été 
utilisé. /¶LQVWLOODWLRQ LQWUDQDVDOH GH bléomycine (i.n., 3U/kg), composé intercalant, est 
décrite comme un modèle représentatif de la pathophysiologie du SDRA : une première 
phase aiguë (d0 à d12VXLYDQWO¶DGPLQLVWUDWLRQGHEOpRP\FLQH) présentant des dommages 
DXQLYHDXGH O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH OHGpYHORSSHPHQWG¶XQ°GqPHSXOPRQDLUH HW XQH
réponse inflammDWRLUH H[DFHUEpH DLQVL TX¶XQH VHFRQGH SKDVH G j G DYHF OH
développement de fibrose 104. La majorité des expériences ont été menées sur 7 jours (d7) 
MRXUVSRXUOHVH[FHSWLRQVORUVTX¶LQGLTXpVXUGHVVRXULVVDXYDJHV:7RXGpILFLHQWHV
pour le canal KvLQT1 (KO).  
 
 
4.2.2.1 Modulation de l¶DFWLYLWpGXFDQDO.Y/47VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHinduit par la 
bléomycine dans le modèle murin de SDRA  
 
4.2.2.1.a (IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
MRXUVDSUqVO¶LQVWLOODWLRQ i.n. de bléomycine, on note non seulement une augmentation du 
poids humides des poumons des souris (Fig.38A, 143,74 ± 6,47 mg vs 285,63 ± 9,30 mg), 
mais également du poids sec (Fig.38B, 32,91 ± 0,98 mg vs 54,54 ± 1,20 mg). 
/¶DXJPHQWDWLRQGu poids des poumons secs (SRXYDQWQRWDPPHQWrWUHGXHjO¶LQILOWUDWLRQ
cellulaire liée au modèle de bléomycine) affecte alors le ratio W/D (Fig.38C) TXLQ¶HVW
donc pas représentatif de O¶LQGLFHG¶°GqPHSXOPRQDLUH/¶activation du canal KvLQT1 par 
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le R-L3, administré i.n. aux 2 jours tend à diminuer les poids humides (non-significatif) 
(277,95 ± 11,69 mg) et les poids secs (significatif) (49,07 ± 1,47 mg) PDLV Q¶D, en 
conséquence, pas d¶HIIHWVXUOHUDWLR:' 
 
 
Figure 38(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47VXUO¶°GqPH
pulmonaire induit par la bléomycine dans le modèle in vivo 
Mesures du poids des poumons humides (A.), secs (B.) et du ratio W/D (:HW'U\, W/D) (C.) des 
poumons de souris WT en condition contrôle (PBS) ou de bléomycine (i.n., 3 U/kg, d7) en présence 
de R-/LQȝ0µL, 1h) ou de saline (Véhicule) (n=9-13, * p<0,05). (Girault A., Chebli J., 
et al., en préparation). 
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4.2.2.1.b (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2 
Tout comme pour les souris WT (Fig.39A), les poids des poumons humides et secs ont 
augmenté suivant le traitement à la bléomycine par rapport au PBS chez les souris KO 
(Fig.39B) (respectivement 226,64 ± 10,42 et 48,92 ± 1,58 mg). La bléomycine tend à 
augmenter le ratio W/D chez les souris WT et KO, mais aucune DJJUDYDWLRQGHO¶°GqPH
chez les souris .2Q¶DpWpQRWpH  
 
Figure 39. Effet GHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47par KO VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHinduit 
par la bléomycine dans le modèle in vivo 
Mesures du poids des poumons humides, secs et ratio W/D (:HW'U\, W/D) des poumons de souris 
sauvages (A., WT) et déficientes pour le canal KvLQT1 (B., KO) en condition contrôle (PBS) ou 
de bléomycine (i.n., 3 U/kg, d7) (n=9, * p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.2.2 Impact de la modulation de l¶DFWLYLWpGXFDQDO.Y/47VXUODUpSDUDWLRQpSLWKpOLDOH
dans un modèle in vitro  
 
4.2.2.2.1 Inhibition du canal KvLQT1  
$ILQG¶pWXGLHUOHU{OHGXFDQDO.Y/47GDQVOHVPpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQpSLWKpOLDOHin 
vitro, la vitesse de réparation de monocouches de cellules ATII fraîchement isolées de 
souris sauvages (WT) ou de souris déficientes pour KvLQT1 (KO) a été mesurée. Afin de 
PHVXUHUO¶LPSDFWGHO¶LQKLELWLRQ pharmacologique GHO¶DFWLYLWpGH.Y/47FKH]OHVVRXULV
:7O¶LQKLELWHXUSKDUPDFRORJLTXHGH.Y/47FKURPDQROȝ0DpWpDMRXWpDXPLOLHX
de culture. 
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4.2.2.2.1.a (IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
Le chromanol induit une diminution significative de la vitesse de réparation de la 
monocouche de cellules ATII de souris WT (61,8 ± 7,7 x103 ȝP2/h) par rapport à la 
condition contrôle (77,1 ± 5,5 x103 ȝP2/h) (Fig.40).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 40(IIHWGHO¶LQKLELWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47VXUODUpSDUDWLRQ des 
monocouches lésées des cellules ATII  de souris  
Vitesse de réparation des monocouches de cellules ATII de souris sauvages (WT) lésées 
mécaniquement, en présence (+) de chromanol 20 µM (inhibiteur spécifique de KvLQT1) ou non 
(-). La vitesse de réparation est calculée en µm2/h sur une période de 6 heures. (n=10, * p<0,05). 
(Girault A., Chebli J., et al., en préparation).  
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4.2.2.2.1.b (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2  
La vitesse de réparation des monocouches de cellules ATII des souris déficientes pour le 
canal KvLQT1 (KO) est significativement plus faible (58,2 ± 5,1 x103 ȝP2/h) que la vitesse 
des cellules ATII des souris sauvages (WT) (77,1 ± 5,5 x103 ȝP2/h) (Fig.41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2VXUODUpSDUDWLRQGHV
monocouches lésées des cellules ATII  de souris  
Vitesse de réparation des monocouches de cellules ATII de souris sauvages (WT) et déficientes 
pour le canal KvLQT1 (KO) lésées mécaniquement. La vitesse de réparation est calculée en µm2/h 
sur une période de 6 heures. (n=10, * p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
  
86 
 
(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKarmacologique du canal KvLQT1 
/¶LPSDFWGHODEOpRP\FLQHVXUODUpSDUDWLRQDpWppWXGLpin vitro, avec les mesures de vitesse 
de réparation sur des cellules ATII de rats. La bléomycine (25 et 50 mU) a ralenti 
significativement et de manière dose-dépendante la vitesse de réparation des ATII de rats 
(respectivement 31,5 ± 2,0 x103 ȝP2/h et 20,0 ± 2,8 x103 ȝP2/h) par rapport à la condition 
contrôle (respectivement 42,8 ± 2,1 x103 ȝP2/h et 39,3 ± 3,0 x103 ȝP2/h) (Fig.42). 
/¶DFWLYDWLRQ SKDUPDFRORJLTXH GX .Y/47 SDU OH 5-L3 (4 µM) permet de renverser 
FRPSOqWHPHQW O¶HIIHWQpJDWLIGH ODEOpRP\FLQHj ODFRQFHQWUDWLRQGHP8 (42,7 ± 1,6 
x103 ȝP2/h) HWUHQYHUVHSDUWLHOOHPHQWO¶HIIHWGHODEOpRP\FLQHjP8 (27,3 ± 2,7 x103 
ȝm2/h). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42. Effet de O¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQal KvLQT1 sur la réparation des 
monocouches lésées des cellules ATII  de rats en présence de bléomycine 
Vitesse de réparation des monocouches de cellules ATII de rats lésées mécaniquement, traitées (+) 
ou non (-SDUO¶DFWLYDWHXU5-L3 (4µM, 1h), en présence de bléomycine (+) (25 et 50 mU). La vitesse 
de réparation est calculée en µm2/h sur une période de 24 heures. (n=8-9, * p<0,05). (Girault A., 
Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.2.3 Analyse histologique des poumons de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit 
par la bléomycine  
8QH DQDO\VH KLVWRORJLTXH GH O¶HIIHW GH OD EOpRP\FLQH FKH] OHV VRXULV:7 HW.2 D pWp
réalisée HQ FROODERUDWLRQ DYHF O¶,5,&. Les coupes de sections de poumons des souris, 
HXWKDQDVLpHVMRXUVGDSUqVO¶LQVWLOODWLRQGHEOpRP\FLQHRXGH3%6HQSUpVHQFHRX
non de R-L3 (4 µM, i.n., instillées aux 2 jours) ont été colorées au trichrome de Masson, 
DILQG¶REVHUYHUOHGpYHORSSHPHQWG¶XQHpYHQWXHOOHILEURVHSUpFRFH$ILQGHYRLUO¶HIIHWGH
ODEOpRP\FLQHjSOXVORQJWHUPHO¶H[SpULHQFHDDXVVLpWpUHFRQGXLWHVXUMRXUVG 
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4.2.2.3.1 Modulation du canal KvLQT1 sur la structure histologique des poumons de souris 
dans le modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine  
 
4.2.2.3.1.a (IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
/¶DFWLYDWLRQSDUOH5-L3 (4 µM, i.n., aux 2 jours) chez les souris WT ne semble pas modifier 
O¶LPSDFW KLVWRORJLTXH FUpp SDU O¶DGPLQLVWUDWLRQ GH EOpRP\FLQH VHXOH j G 4uant aux 
coupes histologiques des poumons des souris WT à d12, le R-L3 a non seulement diminué 
O¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUHPDLVa également réduit les dépôts de collagène (bleu) causés par 
la bléomycine (Fig.43). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 43(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQpharmacologique du canal KvLQT1 sur la structure 
histologique des poumons de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit par la 
bléomycine 
Photographies obtenues par microscopie optique en champs clairs de sections de poumons de souris 
sauvages (WT), ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg) ou PBS pendant 7 (d7) ou 12 jours (d12) et 
pré-WUDLWpHVRXQRQ9pKLFXOHDYHFO¶DFWLYDWHXUVSpFLILTXHGHVFDQDX[.Y/475-/LQȝ0
50 µL, 1h). La coloration a été effectuée au trichrome de Masson (grossissement à 40x, échelle : 
25µM). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.2.3.1.b (IIHWGHO¶H[Winction du canal KvLQT1 par KO  
Une aggravation des dommages au niveau épithélial peut être décrite sur les coupes de 
VHFWLRQVGHSRXPRQVGHVVRXULV.2VXLYDQWO¶LQVWLOODWLRQGHEOpRP\FLQHGSDUUDSSRUW
à celles de sections de poumons des souris WT (Fig.44). La coloration bleue (flèches) 
PRQWUHO¶DSSDULWLRQGHILEURVHSUpFRFHSDUGépôts de collagène induit par la bléomycine sur 
les coupes de poumons de souris KO.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2VXUODVWUXFWXUHKLVWRORJLTXHGHV
poumons de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine 
Photographies obtenues par microscopie optique en champs clairs de sections de poumons de souris 
sauvages (WT) et déficientes pour le canal KvLQT1 (KO), ayant reçu ou non (PBS) la bléomycine 
(i.n., 3 U/kg, 7d). La coloration a été effectuée au trichrome de Masson (grossissement à 40x, 
échelle : 25µM). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.2.3.2 Immunofluorescence de la pro-SP-C sur coupes de poumons de souris dans le 
modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine  
Comme mentionné précédemment, les ATII sont des cellules progénitrices permettant la 
réparation et la régénération GH O¶pSLWKpOLXP alvéolaire. Elles sont aussi sécrétrices des 
protéines du surfactant, notamment de la SP-C. Un marquage du pro-SP-C a donc été 
effectué afin de détecter la présence de cellules ATII dans les poumons de souris WT 
atteintes dans le modèle de SDRA induit par la bléomycine (d7), en présence ou non de R-
L3 (4 µM, i.n., instillées aux 2 jours). 
La détection immunohistochimique de la protéine pro-SP-C par immunofluorescence sur 
des sections de poumons de souris WT ayant reçu la bléomycine (d7) montre une 
diminution par rapport à la condition contrôle (PBS) (Fig.45), indiquant une perte de 
O¶LQWpJULWpGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHLQGXLWSDUODEOpRP\FLQH. Le traitement des souris au 
R-L3 SHUPHW G¶DXJPHQWHU OH PDUTXDJH GH OD SUR-SP-C malgré l¶LQVWLOODWLRQ GH OD
bléomycine. 
 
 
 
 
 
Figure 45(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47sur le marquage de la 
pro-SP-C sur des sections de poumons de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit par 
la bléomycine 
Photographies représentatives de la détection immunohistochimique par immunofluorescence de 
la pro-SP-C (Alexa 488, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, bleu) sur des coupes de sections de 
poumons de souris sauvages (WT), ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg,7d) ou PBS, pré-traitées 
RXQRQ9pKLFXOHDYHFO¶DFWLYDWHXUGHVFDQDX[.Y/475-/LQȝ00 µL,1h) observées au 
microscope optique à fluorescence (grossissement à 40x, échelle : 25µM). (Girault A., Chebli J., et 
al., en préparation). 
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4.2.2.4 Analyse de la réponse inflammatoire induite par la bléomycine dans le modèle 
murin de SDRA  
/¶DQDO\VHGHV%$/GHVRXULV:7HW.2DSHUPLVGHSRXUVXLYUHO¶pWXGHGXFDQDOSRWDVVLTXH
.Y/47VXUODUpSRQVHLQIODPPDWRLUHHQGRVDQWHWTXDQWLILDQWOHVFHOOXOHVLPPXQLWDLUHV
LQILOWUpHVDLQVLTXHOHVWDX[GHF\WRNLQHVVpFUpWpHVHQSUpVHQFHGHEOpRP\FLQH/¶LPSDFWGH
O¶DFWLYDWLRQGH.Y/47SDUOH5/DDXVVLpWpPHVXUpFKH]OHVVRXULV:7 
 
 
4.2.2.4.1 Modulation dH O¶DFWLYLWpGu canal KvLQT1 sur l¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUH dans les 
BAL de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine  
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4.2.2.4.1.a (IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
Le nombre total de cellules retrouvées dans les BAL des souris WT est augmenté 
significativement par la bléomycine (1,93 ± 0,2 x 106 cellules/ml) par rapport à la condition 
contrôle (0,31 ± 0,03 x 106 cellules/ml) (Fig.46). De plus, l¶HIIHW GH OD EOpRP\FLQH HVW
diminué de manière significative par le R-L3 (0,92 ± 0,08 x 106 cellules/ml).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.Y/47VXUOHQRPEUHWRWDOGHFHOOXOHVinfiltrées 
au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine 
Décompte cellulaire total (nb de cellules x 106/ml) provenant des BAL de souris sauvages (WT), 
ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg, 7d) ou du PBS, pré-traitées ou non (Véhicule) avec 
O¶DFWLYDWHXU 5-/ LQ  ȝ0  µL, 1h) (n=9-10, p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en 
préparation) 
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4.2.2.4.1.b (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2 
/H QRPEUH WRWDO GH FHOOXOHV UHWURXYpHV GDQV OHV %$/ GHV VRXULV .2 HVW DXJPHQWp
VLJQLILFDWLYHPHQWSDUODEOpRP\FLQH[FHOOXOHVPOFRPSDUDWLYHPHQWjOD
FRQGLWLRQ FRQWU{OH 3%6    [  FHOOXOHVPO (Fig.47). Aucune GLIIpUHQFH
VLJQLILFDWLYHSDUUDSSRUWDX[VRXULV:7(Fig.46)Q¶DFHSHQGDQWpWpQRWpH 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 47. Effet de la bléomycine chez les souris déficientes pour le canal KvLQT1 par KO 
sur le nombre total de cellules infiltrées au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo de 
SDRA induit par la bléomycine 
Décompte cellulaire total (nb de cellules x 106/ml) provenant des BAL de souris déficientes pour 
le canal KvLQT1 (KO), ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg, 7d) ou PB6LQȝ0µL, 1h) 
(n=9-12, p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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4.2.2.4.2 Impact de la modulation du canal KvLQT1 sur le comptage différentiel des 
cellules immunitaires infiltrées dans les BAL de souris dans le modèle in vivo de SDRA 
induit par la bléomycine  
3RXU DSSURIRQGLU O¶DQDO\VH GH OD UpSRQVH LQIODPPDWRLUH XQ FRPSWDJH GLIIpUHQWLHO GHV
FHOOXOHVLQILOWUpHVGDQVOHV%$/DpWpUpDOLVp/HVSRXUFHQWDJHVGXQRPEUHG¶pRVLQRSKLOHV
QHXWURSKLOHVPDFURSKDJHVHWO\PSKRF\WHVUHFUXWpVSDUUDSSRUWDXQRPEUHWRWDOGHFHOOXOHV
RQWpWpFRPSWpVFKH]OHVVRXULV:7HW.2D\DQWUHoXRXQRQODEOpRP\FLQH 
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D(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
En présence de bléomycine, OHVSURSRUWLRQVG¶pRVLQRSKLOHV(3,73  0,6 %), de lymphocytes 
(9,11 et de neutrophiles (45,32 VRQWDXJPHQWpHVSDUUDSSRUWjODFRQGLWLRQ
FRQWU{OH UHVSHFWLYHPHQW 1,18  0,4 % , 4,19  1,1 % et 7,98    (Fig.48) /H
UHFUXWHPHQWPDMHXUGHQHXWURSKLOHVHQFRQGLWLRQGHEOpRP\FLQHGLPLQXHODSURSRUWLRQGH
PDFURSKDJHV     SDU UDSSRUW j OD FRQGLWLRQ FRQWU{OH    
/¶DFWLYDWLRQGX.Y/47SDUOH5/DSHUPLVXQHGLPLQXWLRQVLJQLILFDWLYHGHVUDWLRVGH
QHXWURSKLOHVHWXQHDXJPHQWDWLRQGHFHX[GHVPDFURSKDJHV
SDUUDSSRUWjODEOpRP\FLQHGDQVOHV%$/GHV VRXULV:7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 48(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47VXUOHFRPSWDJH
différentiel des cellules immunitaires infiltrées au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo 
de SDRA induit par la bléomycine 
Décompte différentiel réalisé au microscope optique des cellules infiltrées (% par rapport au 
nombre total de cellules) provenant des BAL de souris sauvages (WT), ayant reçu la bléomycine 
(i.n., 3 U/kg, 7d) ou PBS, pré-WUDLWpHVRXQRQ9pKLFXOHDYHFO¶DFWLYDWHXU5-/LQȝ0µL, 
1h) (n=9-10, p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
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E (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXcanal KvLQT1 par KO  
Comme observé chez les souris WT (Fig.49), chez les souris KO, le stress induit par la 
bléomycine a augmenté significativement les proportions G¶pRVLQRSKLOHV(3,46 ± 0,3 %) et 
de neutrophiles (24,48 ± 2,8 %), mais augmente aussi significativement la proportion de 
lymphocytes (7,95 ± 0,9 %) (Fig.49)¬ O¶LQYHUVH le ratio de macrophages recrutés en 
condition contrôle (86,38 ± 2,2 %) est significativement diminué par la bléomycine (64,11 
± 2,4 %). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 49(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2VXUOHFRPSWDJHGLIIpUHQWLHOdes 
cellules immunitaires infiltrées au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo de SDRA induit 
par la bléomycine 
Décompte différentiel réalisé au microscope optique des cellules infiltrées (% par rapport au 
nombre total de cellules) provenant des BAL de souris déficientes pour le canal KvLQT1 (KO), 
ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg) ou PBS, (n=9-12, p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en 
préparation).  
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4.2.2.4.3 Modulation du canal KvLQT1 sur la sécrétion de cytokines-chimiokines dans les 
BAL de souris dans le modèle in vivo de SDRA induit par la bléomycine  
)LQDOHPHQWDILQGHFRQILUPHUO¶LPSDFWGHODPRGXODWLRQGXFDQDO.Y/47GDQVODUpSRQVH
LQIODPPDWRLUHOHVWDX[GHF\WRNLQHVHWFKLPLRNLQHVVpFUpWpHVGDQVOHV%$/GHVVRXULV:7
HW.2WUDLWpHVRXQRQjODEOpRP\FLQHHQSUpVHQFHRXQRQGH5/RQWpWpGRVpV 
 
 
4.2.2.4.3.a (IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.Y/47 
/¶DQDO\VH GHV %$/ UpFROWpV GHV VRXULV :7 ayant reçu la bléomycine montre une 
augmentation significative des taux de MCP-1 (948,29 ± 410,7 pg/mL), de TNF-Į(24,75 
± 7,8 pg/mL)G¶,/-6 (194,92 ± 111,9 pg/mL) et de KC (78,42 ± 12,8 pg/mL). De façon 
intéressanWHO¶DFWLYDWLRQSDUOH5-L3 diminue significativement les taux de MCP-1 (54,01 
± 8,2 pg/mL), de TNF-Į(5,00 ± 1,1 pg/mL)G¶,/-6 (7,38 ± 2,7 pg/mL) et de KC (35,79 ± 
7,8 pg/mL) (Fig.50). Les taux sécrétés de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 ont diminué 
significativement en présence de bléomycine (0,96 ± 0,3 pg/mL)PDLVO¶DFWLYDWLRQSDUOH
R-/Q¶DHXDXFXQHIIet.  
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Figure 50(IIHWGHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGXFDQDO.YLQT1 sur les cytokines et les 
chimiokines sécrétées au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo de SDRA induit par la 
bléomycine 
Dosages par ELISA multiplex des cytokines et des chimiokines sécrétées (pg/ml) provenant des 
BAL de souris sauvages (WT), ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg, 7d) ou du PBS, pré-traitées 
RXQRQ9pKLFXOHDYHFO¶DFWLYDWHXU5-/LQȝ0µL, 1h) (n=6, p<0,05). (Girault A., Chebli 
J., et al., en préparation). 
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4.2.2.4.3.b (IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2 
La bléomycine augmente les taux de MCP-1 (184,09 ± 74,0 pg/mL) HWG¶,/-6 (46,33 ± 30,5 
pg/mL) UHWURXYpVGDQVOHV%$/GHVRXULV.2/HWDX[G¶,/-10 est quant à lui diminué par 
la bléomycine (contrôle : 3,83 ± 0,5 pg/mL vs bléomycine : 1,08 ± 0,3 pg/mL) (Fig.51). 
Les taux sécrétés de TNF-ĮHWGH.&Q¶RQWSDVpWpPRGLILps par rapport à la condition 
contrôle par la bléomycine chez les souris KO. 
 
Figure 51(IIHWGHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO.Y/47SDU.2sur les cytokines et les 
chimiokines sécrétées au niveau alvéolaire dans le modèle in vivo de SDRA induit par la 
bléomycine 
Dosages par ELISA multiplex des cytokines et des chimiokines sécrétées (pg/ml) provenant des 
BAL de souris déficientes pour le canal KvLQT1 (KO), ayant reçu la bléomycine (i.n., 3 U/kg, 7d) 
ou du PBS (n=6, p<0,05). (Girault A., Chebli J., et al., en préparation). 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Chapitre 5 ± Discussion et perspectives 
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'DQV FHWWH pWXGH QRXV DYRQV PLV HQ pYLGHQFH O¶LPSOLFDWLRQ GH GHX[ types de canaux 
potassiques, soit le KCa3.1 et le KvLQT1, dans les mécanismes de réparation de 
O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH j O¶DLGH G¶XQ modèle in vitro de culture primaire de cellules 
alvéolaires et dans des processus physiopathologiques du SDRA in vivo jO¶DLGHGHPRGqOHV
murins. 
 
 
Implication du canal KCa3.1, de la matrice de fibronectine HWGHO¶LQWpJULQH-ȕ dans 
OHVPpFDQLVPHVGHUpJXODWLRQGHODUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 
 
Effet de la fibronectine 
Notre étude a permis de montrer que la culture de cellules alvéolaires sur matrice de 
fibronectine (Fn), protéine exprimée par la MEC à laquelle les cellules adhèrent, favorise 
les mécanismes de réparation GH O¶pSLWKpOLXP en augmentant la vitesse de réparation de 
monocouches de cellules ATII lésées ainsi que la migration cellulaire. Ces données sont 
HQ DFFRUG DYHF XQH pWXGH PRQWUDQW O¶influence G¶XQH PDWULFH SURYLVRLUH de Fn sur 
O¶DXJPHQWDWLRQGHOa migration des cellules alvéolaires en chambre de Boyden 86.  
/¶LPSRUWDQFH de la MEC, et de ses composantes, afin de reconstruire un épithélium a été 
PRQWUpHGDQVG¶DXWUHVPRGqOHVGHFHOOXOHVpSLWKpOLDOHV. Nishida et ses collaborateurs ont 
été parmi les premiers à montrer O¶HIIHWGHODFn sur la migration des cellules épithéliales 
de la cornée in situ 105. Il a aussi été montré, par Takashima et collaborateurs, que la matrice 
de Fn favorise O¶DGKpVLRQHWO¶pWDOHPHQWGHVNpUDWLQRF\WHV 106.  
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Nos résultats sont en concordance avec la revue de littérature de Bachman et collaborateurs 
rapportant le rôle prépondérant de la Fn GDQVOHVPpFDQLVPHVFHOOXODLUHV WHOV O¶DGKésion 
avec les cellules notamment via les intégrines, mais également son rôle dans les 
mécanismes de réparation épithéliale 107. 
 
Implication du canal KCa3.1 
1RWUHpWXGHDPRQWUpTXHO¶LQKLELWLRQ pharmacologique de KCa3.1 ou de son extinction 
avec des siRNA Q¶D DXFXQ HIIHW VXU OD YLWHVVH GH UpSDUDWLRQ GH PRQRFRXFKHV G¶ATII 
cultivées en absence de matrice de Fn; seules les cellules cultivées sur matrice voient leur 
YLWHVVHGHUpSDUDWLRQGLPLQXpHHQUpSRQVHjO¶LQKLELWLRQ/extinction GH.&D¬O¶LQYHUVH
les résultats du ODERUDWRLUHTXLIRQWO¶REMHWGHO¶DUWLFOHVFLHQWLILTXHMRLQWHQDQQH[HGirault 
A., Chebli J., et al.) montrent TXHO¶DFWLYDWLRQSKDUPDFRORJLTXHGH.&DDXJPHQWHOD
YLWHVVHGHUpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHHQSUpVHQFHGe matrice de Fn. Nos données 
montrent également que le canal KCa3.1 semble être impliqué dans les mécanismes de 
PLJUDWLRQHWSUROLIpUDWLRQFHOOXODLUHGHV$7,,ORUVTX¶HOOHVVRQWFXOWLYpHVVXU)QLe rôle de 
KCa3.1 dans les mécanismes de prolifération cellulaire a aussi été montré dans des modèles 
de cellules souches mésenchymateuses et de leucémie lymphoïde chronique 108,109.  
1RV GRQQpHV LQGLTXHQW GRQF TX¶DX QLYHDX GH O¶épithélium alvéolaire, le KCa3.1 
QpFHVVLWHUDLW OD SUpVHQFH G¶une matrice de Fn afin TX¶LO ne régule significativement la 
réparation épithéliale, contrairement aux canaux potassiques KvLQT1 et KATP qui jouent 
un rôle dans les processus de réparation même en absence de MEC 59. /¶DFWLYLWp ou 
O¶H[SUHVVLRQde base du KCa3.1 au niveau alvéolaire Q¶HVWSHXW-être pas assez importante 
pour contrôler les processus de réparation en absence de Fn. En effet, nous avons pu 
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montrer que les ATII cultivées sur matrice de Fn expriment à leur membrane plus de 
canaux KCa3.1; ce qui pourrait expliquer les résultats de réparation obtenus en présence 
de Fn (Girault A., Chebli J., et al.).   
Sachant que la matrice de FnHQSOXVG¶DXJPHQWHUO¶DGUHVVDJHjODPHPEUDQHGXFDQDO
KCa3.1 dans des cellules ATII, crée des liens avec les cellules via les intégrines, nous 
DYRQVDORUVpYDOXpO¶H[SUHVVLRQjODPHPEUDQHGHO¶LQWpJULQH-ȕ1, un récepteur de la Fn et 
transducteur de signal intracellulaire. Nos résultats ont pu montrer que la culture sur Fn 
DXJPHQWH DXVVL O¶H[SUHVVLRQ j OD PHPEUDQH GH O¶LQWpJULQH-ȕ1 dans les cellules ATII 
(Girault A., Chebli J., et al.). 
 
5HODWLRQHQWUHOHFDQDO.&DHWO¶LQWpJULQH-ȕ1 
Ces résultats suggèrent alors une relation HQWUHOHFDQDO.&DHWO¶LQWpJULQH-ȕ1 activée 
par la liaison avec la Fn. Notre étude a permis de montrer pour la première fois que ces 
deux protéines co-localisent au niveau membranairHGHVFHOOXOHVDOYpRODLUHVHWTX¶HOOHVFR-
immunoprécipitent.  
D¶DXWUHV études ont déjà montré une relation physique et fonctionnelle entre des canaux 
potassiques et des intégrines, dans différents types cellulaires. En effet, deHart et ses 
FROODERUDWHXUV RQW PRQWUp TXH O¶LQWpJULQH-Į9 favorise la migration des fibroblastes 
embryonnaires de souris par la modulation du canal potassique Kir4.2 et que ces deux 
protéines co-localisent DX[SRLQWVG¶DGKpVLRQentre la matrice de Fn et les fibroblastes en 
migration 87. Au niveau des cellules du muscle lisse vasculaire, Yang et ses collaborateurs 
ont montré que O¶DFWLYDWLRQGH O¶LQWpJULQH-ĮE1 par la Fn favorise O¶DFWLYDWLRQGXFanal 
potassique BKCa et augmente son courant spécifique 110. Leurs analyses ont permis 
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G¶LGHQWLILHUTXHODUHODWLRQHQWUHO¶LQWpJULQH-ĮE1 et l¶DFWLYDWLRQGX canal BKCa se fait par 
des mécanismes dépendant du calcium, causés par une augmentation de la sensibilité du 
canal pour le Ca2+, et par des mécanismes de phosphorylation de la sous-unité Į du canal 
potassique par la kinase c-Src 110.  
Nos résultats obtenus à ce jour ne permettent pas de définir par quels mécanismes et voies 
LQWUDFHOOXODLUHVO¶LQWpJULQH-EPRGXOHO¶DFWLYLWpHWO¶H[SUHVVLRQGXFDQDO.&D au niveau 
alvéolaire. Il serait alors LQWpUHVVDQWG¶pWXGLHUplus en profondeur la transduction de signal 
pPLVSDUO¶LQWpJULQH-E1 activée par la Fn dans des cellules ATII et de mesurer par exemple 
par immunobuvardage O¶H[SUHVVLRQ GHV SURWpLQHV G¶DGKpVLRQ Focal Adhesion Kinase 
(FAK) impliquées dans les mécanismes de migration cellulaire. 
/¶LGHQWLILFDWLRQGHsites de phosphorylation, par exemple au niveau des extrémités NH3+ et 
COOH- des sous-unités du canal KCa3.1, SDUPXWDJpQqVHSHUPHWWUDLWGHSRXUVXLYUHO¶pWXGH
au niveau mécanistique GH OD UHODWLRQ HQWUH OH FDQDO.&D HW O¶LQWpJULQH-E1. Il serait 
G¶DXWDQW SOXV LQWpUHVVDQW GH YpULILHU O¶K\SRWKqVH GH <DQJ HW FROODERUDWHXUV GH OD
phosphorylation par la kinase c-Src, mais sur le canal KCa3.1. D¶DXWUHSDUWGes mesures 
de courants des canaux .&DHQpOHFWURSK\VLRORJLHSRXUUDLHQWSHUPHWWUHG¶pYDOXHUO¶HIIHW
GHO¶DFWLYDWLRQGHO¶LQWpJULQH-ȕ1 par la Fn sur la fonction du canal. 
En parallèle, nous avons montré la relation, par co-immunoprécipitation, entre le canal 
KCa3.1 et le récepteur au facteur de croissance EGFR, dont le rôle dans les processus de 
réparation épithéliale a déjà été montré au laboratoire 59,60. Le canal KCa3.1 semble donc 
V¶DVVRFLHUDYHFGHVSURWpLQHVLPSOLTXpHVGDQVOHVSURFHssus de réparation épithéliale. Nos 
résultats ont permis de montrer une possible relation entre le canal potassique KCa3.1, 
O¶LQWpJULQH-E1 activée par la matrice de Fn et le récepteur EGFR; occupant tous un rôle 
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prépondérant dans les mécanismes de réparation épithéliale. Il serait alors intéressant 
d¶pWXGLHU la co-localisation de ces trois protéines au niveau des ATII, sur matrice de Fn. 
Toutefois, cela ne QRXV SHUPHWWUDLW SDV GH GpWHUPLQHU V¶LO \ D RX QRQ XQH UHODWLRQ
IRQFWLRQQHOOHHQWUH O¶(*)5 OH.&DHW O¶LQWpJULQH-E1 F¶HVWSRXUTXRL O¶LGHQWLILFDWLRQ, 
notamment par immunobuvardage ou par qPCR, de seconds messagers relâchés en réponse 
à O¶DFWLYDWLRQGHFHVSURWpLQHVVHUDLWQpFHVVDLUHIl serait également possible de déterminer 
VLO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.&DHVWDVVRFLpe à une augmentation de O¶LQWpJULQH-ȕ1 active 
qui peut être détectée par O¶DQWLFRUSV+87S-21 111. 
 
Perspectives 
1RWUH pWXGH PRQWUH TXH O¶LPSOLFDWLRQ GH .&D GDQV OHV SURFHVVXV GH UpSDUDWLRQ GH
O¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHHVWGpSHQGDQWHGHODSUpVHQFHGHFn avec laquelle le canal semble 
interagir via O¶LQWpJULQH-E 1RV UpVXOWDWV QRXV SHUPHWWHQW GH SRVHU O¶K\SRWKqVH VHlon 
ODTXHOOHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.&DSRXUUDLWVWLPXOHUODUpSDUDWLRQG¶XQpSLWKpOLXPOpVp
dans un contexte pathologique tel que celui du SDRA. Or en SDRA, les bris au niveau de 
O¶pSLWKpOLXP DOYpRODLUH VRQW SDUIRLV WURS LPSRUWDQWV SRXU IRXUQLU XQH0(& permettant 
O¶DFWLYDWLRQ FRPSOqWH GHV LQWpJULQHV HW FHV GRPPDges créent une augmentation de la 
concentration protéique et du dépôt de débris de la MEC en circulation, dont la fibrine 112 
. Il serait donc intéressant de reproduire in vitro ces conditions en ajoutant de la Fn soluble, 
comme proposé par Nishida et ses collaborateurs, dans le milieu de culture et de 
FDUDFWpULVHU O¶LPSOLFDWLRQGX.&DGDQV OHVPpFDQLVPHVGHUpSDUDWLRQGH O¶pSLWKpOLXP
alvéolaire. 'DQV O¶RSWLTXH GH UHFUpHU OHV SDUDPqWUHV biologiques du SDRA in vitro, un 
milieu de culture hyper-oncotique et hypo-RVPRWLTXHSRXUUDLWPLPHUO¶°GqPHSXOPRQDLUH
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caractéristique du syndrome. Finalement, il a été montré par Roach et ses collaborateurs 
TXH O¶DFWLYLWpGH.&D IDYRULVH le développement de fibrose par la différenciation de 
fibroblastes et de myofibroblastes par la voie de Smad2/3 dans un modèle de fibrose 
idiopathique pulmonaire 113,OVHUDLWGRQFLQWpUHVVDQWGHGpWHUPLQHUVLO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO
KCa3.1 (in vivo dans le modèle de SDRA induit par la bléomycine) permet de promouvoir 
ODUpSDUDWLRQpSLWKpOLDOHRXVLDXFRQWUDLUHHOOHIDYRULVHO¶DSSDULWLRQGHILEURVHSUécoce.  
 
 
Implication du canal KvLQT1 dans les mécanismes de résolution des processus 
physiopathologiques du SDRA 
Dans cette deuxième partie du projet, nous avons étudié le rôle du canal KvLQT1 dans un 
modèle in vivo G¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWSDUODWKLRXUpHHWGDQVXQPRGqOHGH6'5$ et 
de fibrose pulmonaire induit par la bléomycine.  
 
Modèle in vivo G¶°Gqme pulmonaire induit par la thiourée 
Activation du canal KvLQT1 
Nos résultats ont permis de montrer que O¶DFWLYDWLon du canal KvLQT1 par le R-L3 est 
DVVRFLpH jXQPRLQVJUDQG°GqPHSXOPRQDLUH LQGXLW SDU OD WKLRXUpH chez la souris. Ce 
UpVXOWDW HVW HQ DFFRUG DYHF O¶pWXGH PHQpH au laboratoire par Bardou et collaborateurs 
montrant que les canaux K+, en collaboration avec le canal ENaC, permettent de contrôler 
O¶DEVRUSWLRQOLTXLGLHQQHSDUO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUH 33.  
NRWUHPHVXUHG¶LQGLFHGHO¶°GqPHQHQRXVSHUPHW cependant pas de définir si le traitement 
au R-/SUpYLHQWODIRUPDWLRQGHO¶°GqPHSXOPRQDLUHRX V¶LO aide à sa résolution. Afin de 
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FDUDFWpULVHUO¶HIIHWGHO¶DFWLYDWLRQGH.Y/47VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHLOVHUDLWLQWpUHVVDQW
de procéder à des tests de perméabilité in vivo, par injection de colorant, tel que le bleu 
G¶(YDQV, DILQGHYpULILHUVLO¶LQWpJULWpGHODEDUULqUHHQGRWKpOLDOHHVWmieux conservée suite 
jO¶DFWLYDWion par le R-L3. Des mesures de clairance in vivo, par mesure de distribution du 
dextran, nous permettraient de tester notre hypothèse selon laquelle le R-L3 diminue 
O¶°GqPH en favorisant sa résolution.  
/DGLPLQXWLRQGHO¶°GqPHSRXUUDLWDXVVLrWUHGXHj un effet secondaire à la stimulation du 
.Y/47VXUO¶H[SUHVVLRQGXFDQDO(1D&(QHIIHWXQHpWXGHSUpFpGHQWHGXODERUDWRLUHD
PRQWUpTXHO¶DFWLYDWLRQGX.Y/47pWDLWDVVRFLpHjXQHDXJPHQWDWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGH
ENaC, via XQHVWLPXODWLRQGHO¶DFWLYLWpGe son promoteur dans les cellules ATII in vitro 37. 
Han et ses collaborateurs ont également PRQWUpTXHO¶DFWLYDWLRQGHVFDQDX[SRWDVVLTXHV
KCa3.1 et KATP, par respectivement O¶-(%,2 HW OH PLQR[LGLO SHUPHW G¶DXJPHQWHU OD
clairance des fluides alvéolaires, préalablement GLPLQXpHSDUO¶LQKLELWLRQGXFDQDO(NaC 
par le verapamil dans un modèle de monocouches de cellules épithéliales humaines 114. 
Nos données, combinées à celles de la littérature, nous permettent alors de proposer les 
canaux potassiques comme acteurs importants dans le contrôle GHO¶°GqPHpulmonaire.  
 
Extinction du canal KvLQT1 
Avec les souris KO pour le canal KvLQT1, QRVUpVXOWDWVRQWPRQWUpTXHO¶LQVWLOODWLRQGH
R-/Q¶LQGXLWSDVGHGLPLQXWLRQGHVUDWLRV:'FRPSDUDWLYHPHQW aux valeurs obtenues 
dans les souris WT. Ces résultats nous permettent alors de confirmer de manière 
fonctionnelle le génotype des souris KO, qui amène donc bien à ODSHUWHGHO¶HIIHWGX5-L3 
VXUOHVQLYHDX[G¶°GqPHSXOPRQDLUH Plus important encore, les résultats obtenus montrent 
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TXH O¶HIIHWEpQpILTXHdu R-L3 dans les souris WT dépend ELHQGH O¶DFWLYDWLRQGXFDQDO
KvLQT1. Ces résultats supportent un rôle de ce canal comme acteur dans la régulation de 
O¶°GqPHSXOPRQDLUH 
Étonnement, O¶extinction de KvLQT1 Q¶DHXDXFXQHIIHWG¶DJJUDYDWLRQVXUO¶accumulation 
de liquide au niveau pulmonaire. Il a aussi été montré par Egli et ses collaborateurs que 
O¶H[WLQFWLRQGXFDQDO(1D& dans un modèle murin Q¶DPRQWUpDXFXQHGLIIpUHQFHGHVUDWLRV
W/D, suggérant aucune accumulation de fluide en condition contrôle 90. Pour expliquer ces 
résultats, nous avons alorVpPLVO¶K\SRWKqVHVHORQODTXHOOHOHVVRXULV.2SRXU.Y/47 
GqV OD QDLVVDQFH FRPSHQVHQW O¶DEVHQFH GH FH FDQDO SRWDVVLTXH SDU O¶DXJPHQWDWLRQ GH
O¶H[SUHVVLRQ G¶XQH DXWUH SURWpLQH GH WUDQVSRUW 1RXV DYRQV DORUV PHVXUp OHV QLYHDX[
G¶H[SUHVVLRQGHGHX[DXWUHVSrotéines majoritairement impliquées dans le contrôle de la 
réabsorption de fluide au niveau alvéolaire, soit le canal ENaC et la pompe 
Na+/K+$73DVH 1RWUH K\SRWKqVH Q¶D FHSHQGDQW SDV SX rWUH FRQILUPpH FDU aucune 
GLIIpUHQFHQ¶DpWpQRWpHGDQVOHVQLYHDX[G¶H[SUHVVLRQGHFHVSURWpLQHVdans les souris WT 
et KO. '¶DXWUHV FDQDX[ ioniques pourraient par contre être impliqués dans ce possible 
mécanisme de compensation, tels le canal KATP ou le co-transporteur Na+K+2Cl-. En effet, 
nos analyses au laboratoire montrent une baisse totale des courants KvLQT1 chez les souris 
KO, qui entraîne une diminution G¶HQYLURQdes courants totaux, suggérant la présence 
des autres canaux K+ actifs, comme décrit par Bardou et ses collaborateurs 33. 
 
Inhibition du canal KvLQT1 
/¶LQKLELWLRQpharmacologique de KvLQT1 par le FKURPDQROQ¶DpJDOHPHQWHXDXFXQHIIHW
VXUO¶°GqPHSXOPRQDLUHLQGXLWSDUODWKLRXUpHCes données nous obligent donc à écarter 
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O¶K\SRWKqVHGHSRVVLEOHVPpFDQLVPHVFRPSHQVDWRLUHVHQUpSRQVHjO¶LQKLELWLRQH[WLQFWLRQ
de KvLQT1, du moins dans un modèle aigu.  
,O HVW SRVVLEOH TXH O¶DFWLYLWp GH EDVH GH .Y/47 QH VRLW SDV DVVH] LPSRUWDQWH
FRPSDUDWLYHPHQW j O¶HQVHPEOH GHV FRXUants potassiques contrôlés par les canaux K+ 
UHWURXYpVDXQLYHDXSXOPRQDLUHVRLWSOXVG¶XQH WUHQWDLQH 33, pour que son inhibition ou 
H[WLQFWLRQ DLW XQ HIIHW PDMHXU VXU O¶°GqPH 3DU FRQWUH QRV UpVXOWDWV PRQWUHQW TXH
O¶DFWLYDWLRQGH.Y/47 dans les souris WT est favorable en permettant de diminuer les 
niveaux d¶°GqPH 
 
Analyses histologiques 
Notre analyse histologique Q¶D UpYpOp aucune différence au niveau alvéolaire entre les 
souris ayant reçu la saline et celles injectées à la thiourée. Toutefois, nous pensons que nos 
méthodes de prélèvement des poumons ainsi TXHG¶LQFOXVLRQQHVRQWSDVDGDSWpHVSRXU
O¶DQDO\VH G¶LQILOWUDWLRQ GH OLTXLGH /H PRGqOH G¶LQGXFWLRQ G¶°GqPH SXOPRQDLUH SDU OD
thiourée est déjà bien établi dans la littérature et les dommages histologiques ont été 
rapportés 90,89. Une analyse histologique plus adaptée nous permettrait donc de comparer 
OHVGLIIpUHQFHVDXQLYHDXGHO¶LQWpJULWpGHVDOYpROHV et de ODIRUPDWLRQG¶°GqPHpulmonaire 
HQSUpVHQFHRXQRQG¶DFWLYDWHXUGH.Y/47. 
/D FDUDFWpULVDWLRQ GH O¶DFWLYDWLRQ SDU OH 5-/ VXU O¶°GqPH SXOPRQDLUH UHVWH HQFRUH j
approfondir. De plus amples études combinant des analyses histologiques adéquates et des 
tests de perméabilité permettraient peut-rWUH G¶LGHQWLILHU XQ U{OH GX .Y/47 GDQV OD
cinétique de la formation de O¶°GqPHGDQVODPRGXODWLRQGHODSHUPpDELOLWpHQGRWKpOLDOH
HWRXGDQVODFRQVHUYDWLRQGHO¶LQWpJULWpGHODEDUULqUHDOYpROR-capillaire, favorisant ainsi la 
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prévention de O¶°GqPH Si des différences au niveau de la perméabilité étaient notées, il 
serait alors pertinent de vérifier si ces différences sont dues à une atteinte moins sévère de 
la barrière alvéolo-capillaire grâce à un effet protecteur occasionnant par exemple un stress 
oxydatif moins grand.  
 
 
Modèle de SDRA et de fibrose pulmonaire in vivo induit par la bléomycine  
¯GqPH pulmonaire  
Notre étude sur le modèle de SDRA induit par la bléomycine a confirmé la IRUPDWLRQG¶XQ 
°GqPHSXOPRQDLUH, FDUDFWpULVpSDUO¶DXJPHQWDWLRQGXSRLGVGHVSRXPRQVKXPLGHVFKH]
les souris WT et KO.  
&RQWUDLUHPHQWjO¶LQMHFWLRQGHWKLRXUpHGDQVOHPRGqOHGH bléomycine on note, en plus de 
ODIRUPDWLRQG¶XQ°GqPHSXOPRQDLUHXQHLQILOWUDWLRQFHOOXODLUH ainsi TX¶XQGpveloppement 
de fibrose 115, entraînant une augmentation du poids des poumons secs. Interpréter des 
variations du ratio Wet/Dry est donc plus complexe que dans le modèle de thiourée, car les 
cellules infiltrées peuvent influencer le poids des poumons secs, créant ainsi des biais dans 
le ratio. Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi les valeurs des W/D en présence de 
bléomycine ne sont pas augmentées VLJQLILFDWLYHPHQWPDOJUpODIRUPDWLRQG¶XQ°GqPH 
QRWpSDU O¶DXJPHQWDWLRQGXSRLGVdes poumons humides. Certaines équipes, dont celles 
G¶(JJHUHWFROODERUDWHXUV, préfèrent alors montrer les poids séparés des poumons (humides 
et secs), comme nous O¶DYRQVIDLWDILQGHPRQWUHUO¶HIIHWGHODEOpRP\FLQH, RO¶RQQRWH
bien une augmentation des poids humides et secs comparativement à la saline 116. Une 
mesure des volumes des poumons par imagerie par résonance magnétique (IRM) en 
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parallèle à des analyses de W/D serait une bonne complémentarité, comme le propose 
Egger.  
/¶LQKLELWLRQGHO¶H[Sression de KvLQT1, comme dans le modèle de thiourée, ne semble 
SDV LQIOXHQFHU OD IRUPDWLRQ G¶XQ °GqPH SXOPRQDLUH SDU OD EOpRP\FLQH (tant le poids 
humide que sec)VXJJpUDQWTXHO¶H[WLQFWLRQG¶un seul canal K+ Q¶DSDVXQHIIHWmarqué sur 
O¶LQILOWUDWLRQGHOiquide au niveau pulmonaire. ,OVHUDLWLQWpUHVVDQWGHGpWHUPLQHUO¶HIIHWGH
O¶H[WLQFWLRQ GH SOXVLHXUV FDQDX[ .+, par exemple le KvLQT1, le KATP et le KCa3.1, 
simultanément par instillation de siRNA in vivo.  
Par contre, nos données ont montré que O¶DFWLYDWLRQGe KvLQT1 par le R-L3 diminue les 
poids de poumons humides, suggérant la IRUPDWLRQ G¶un °GqPH SXOPRQDLUH moins 
important. Bien que Crawley et collaborateurs aienWPRQWUpTXHODEOpRP\FLQHQ¶LQGXLVDLW
SDVGHFKDQJHPHQWGHODSHUPpDELOLWpGHO¶HQGRWKpOLXPGHO¶DUWqUHSXOPRQDLUHin vitro, Lee 
et ses collaborateurs associent TXDQWjHX[ODIRUPDWLRQGHO¶°GqPHSXOPRQDLUHin vivo à 
O¶DXJPHQWDWLRQGHODSHUPpDELOLWp vasculaire 117. /¶K\SRWKqVHTXHO¶DFWLYation par le R-L3 
prévient de possibles changements au niveau de la perméabilité vasculaire Q¶HVWGRQFSDV
écartée. 
1RXV SRVRQV pJDOHPHQW O¶K\SRWKqVH TXH la baisse des poids humides occasionnée par 
O¶DFWLYDWLRQGH.Y/47SRXUUDLW être aussi DVVRFLpHj OD UpVROXWLRQGH O¶°GqPHSDUXQH
meilleure clairance alvéolaire. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en procédant à des 
mesures de clairance alvéolaire in vivo.  
La baisse des poids secs HQUpSRQVHjO¶DFWLYDWLRQSDUOH5-L3 quant à elle pourrait être due 
à une diminution du nombre de cellules infiltrées, tel que suggéré par notre analyse de la 
réponse inflammatoire (section Réponse inflammatoire). Encore une fois, il est impossible 
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de déterminer par quelle voie l¶DFWLYDWLRQ GX FDQDO .Y/47Podule le poids sec des 
poumons. Moins de dommages au niveau épithélial, favorisant une conservation de 
O¶LQWpJULWpWLVVXODLUH, pourrait expliquer nos résultats sur le poids humide, tout comme une 
GLPLQXWLRQGHO¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUH, par un contrôle de la réponse inflammatoire, pourrait 
être responsable de la baisse du poids sec. Nous avons alors étudié plus en profondeur 
l¶LPSDFWGXFDQDO.Y/47 VXUO¶LQWpJULWp GHO¶pSLWKpOLXP et la réponse inflammatoire, deux 
paramètres physiopathologiques importants à cibler pour la résolution du SDRA.  
 
Intégrité GHO¶pSLWKpOLXP alvéolaire 
L¶LPSDFWGH.Y/47VXUOa vitesse de UpSDUDWLRQGHO¶pSLWKpOLXPDOYpRODLUHin vitro nous a 
SHUPLVG¶DSSURIRQGLUO¶K\SRWKqVHde O¶LPSOLFDWLRQGXFDQDO.Y/47GDQVOHVPpcanismes 
de résolution du SDRA. La baisse de la vitesse de réparation de la monocouche des cellules 
GRQW O¶activité de KvLQT1 était inhibée FKURPDQRO RX.2 FRQILUPH O¶LPSOLFDWLRQ GX
canal dans les mécanismes de réparation épithéliale alvéolaire. Ces résultats sont en accord 
avec ceux obtenus précédemment au laboratoire par Trinh et collaborateurs montrant une 
GLPLQXWLRQ GH OD YLWHVVH GH UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP EURQFKLTXH HW DOYpRODLUH SDU
O¶LQKLELWLRQ SKDUPDFRORJLTXH GH .Y/47 59,61. Nos donnéeV PRQWUHQW TXH O¶DMRXW GH
bléomycine au milieu de culture diminue fortement la vitesse de réparation, mais que cette 
EDLVVHGHYLWHVVHHVWFRQWUpHSDUO¶DGGLWLRQGH5-L3. Ces résultats supportent O¶LPSRUWDQFH
GX FDQDO .Y/47 GDQV OHV PpFDQLVPHV GH UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP en conditions 
pathologiques. Il serait intéressant de confirmer en parallèle O¶HIIHW GX R-L3 sur la 
bléomycine dans un autre modèle in vitro, par exemple dans un modèle de culture en 3-
dimensions sur cellules polarisées afin de reproduire le plus possible in vitro 
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O¶HQYLURQQHPHQWDOYpRODLUH; cette technique est déjà maîtrisée DXODERUDWRLUHVXUG¶DXWUHV
types de cultures primaires. 
La poursuite de O¶pWXGHGHO¶LPSDFWde KvLQT1 VXUO¶LQWpJULWp épithéliale dans notre modèle 
in vivo de SDRA nous a permis de montrer, par nos analyses histologiques, TXHO¶H[WLQFWLRQ 
de KvLQT1 par KO semble être associée à une aggravation des dommages tissulaires. 
Toutefois, l¶DSSDULWLRQGHILEURVHDXQLYHDXDOYpRODLUHMRXUVVXLYDQWO¶DGPLQLVWUDWLRQGH
bléomycine chez les sourLV .2 SRXUUDLW LQGLTXHU TXH O¶H[WLQFWLRQ GX FDQDO PRGLILH OD
cinétique du développement du SDRA en engageant une phase fibrotique plus précoce que 
chez les WT. Tout comme Lee, Shanmuga et leurs collaborateurs, il serait intéressant de 
quantifier O¶H[SUHVVLRQGHO¶$51PRXSURWpLTXH des marqueurs de fibrose, tels le PDGF 
(platelet-derived growth factor), le TGF-ȕ HW OH FROODJqQH-I 117,118. Une analyse de ces 
marqueurs à des temps plus précoces VXLYDQW O¶LQMHFWLRQGHEOpRP\FLQH (d1 et d3) nous 
permettrait GHGUHVVHUXQSRUWUDLWGHO¶pYROXWLRQDXQLYHDXELRPROpFXODLUHGHODILEURVH, afin 
GHGpWHUPLQHUV¶LO\Daussi une différence entre les souris WT et KO. Il est important de 
QRWHUTXHO¶KLVWRORJLHGHEDVHVDQVEOpRP\FLQHHQWUHOHVVRXULV:7HW.2SRXU.vLQT1 
ne présente aucune différence (analyses histologiques non-présentées dans ce mémoire); 
indiquant une modification dans la réponse au stress créée par la bléomycine plutôt TX¶une 
différence au niveau basal. 
Nos analyses histologiques montrent que les dommages créés par la bléomycine à d7 ne 
sont pas empirés par des traitements au R-L3 chez les souris WT et semblent être prévenus. 
/¶DFWLRQEpQpILTXHGHO¶DFWLYDWLRQGH.Y/47HVWHQFRUHSOXVPDUTXée 12 jours suivant 
O¶DGPLQLVWUDWLRQ GH EOpRP\FLQH, ce qui pourrait suggérer que le R-L3 favorise une 
UpSDUDWLRQ HIILFDFH GH O¶pSLWKpOLXP HW SHUPHW OD UpVRUSWLRQ GH O¶LQIODPPDWLRQ HW GHV
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dommages. Or, il est encore une fois impossible de savoir exactement si les effets du R-L3 
sont dus à une amélioration de la capacité de réparation épithéliale WHOTX¶LQGLTXpSDUQRV
données in vitro) ou à une prévention des dommages. 
Nous avons aussi pWXGLpO¶H[SUHVVLRQGHODSUR-SP-C (un marqueur des cellules ATII) qui 
permet ainsi de donnHU HQ SDUDOOqOH DYHF O¶KLVWRORJLH un indice de O¶LQWpJULWp GH
O¶pSLWKpOium alvéolaire. Comme pour nos analyses histologiques, la bléomycine induit une 
baisse de marquage de la pro-SP-C, qui est toutefois prévenue par le traitement au R-L3. 
Il serait intéressant de pousser plus loin O¶pWXGHGHODPRGXODWLRQGH.Y/47VXUO¶LQWpJULWp
GHO¶pSLWKpOLXPHQpoursuivant les analyses que nous avons commencées sur les fonctions 
pulmonaires in vivo, dans notre modèle murin de SDRA, à l'aide d'un ventilateur spécialisé 
(FlexiVent SCIREQ, Canada). Ce ventilateur permettrait de corréler les données 
fonctionnelles comme la compliance dynamique et l'élastance du tissu pulmonaire, avec 
les aspects histologiques, ce qui augmenterait l'impact de notre étude. 
 
Réponse inflammatoire 
En parallèle, nos analysHVVXUODUpSRQVHLQIODPPDWRLUHRQWG¶DERUGFRQILUPp O¶LQGXFWLRQ
G¶LQIODPPDWLRQSDUla bléomycine 115. Nos résultats ont aussi SXPRQWUHUTXHO¶H[WLQFWLRQ
du canal KvLQT1 par KO Q¶DJJUDYe pas la réponse inflammatoire, contrairement aux 
dommages histologiques. Les niveaux de neutrophiles recrutés au niveau alvéolaire chez 
les souris KO en réponse à la bléomycine sont en fait plus faibles que chez les souris WT. 
Cette observation est en accord avec les résultats rapportés par Henríquez et ses 
FROODERUDWHXUVPRQWUDQWTXHO¶LQKLELWLRQGHO¶H[SUHVVLRQGXFDQDO.&DSDUO¶LQKLELWHXU
pharmacologique TRAM-34 ou par KO) diminue la migration des neutrophiles recrutés 
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par chimiotactisme via IL-8 et la molécule chimioattractante fMLP (N-Formylmethionyl-
leucyl-phenylalanine) 84. &RPPHSRXUO¶KLVWRORJLHLOVHSRXUUDLWTXHO¶H[WLQFWLRQGXFDQDO
HQJHQGUHXQFKDQJHPHQWGDQVO¶pYROXWLRQHWODFLQpWLTXHGHODUpSRQVHLQIODPPDWRLUH. Afin 
de tester cette hypothèse, nous avons voulu caractériser la réponse inflammatoire induite 
par la bléomycine, mais à des temps plus précoces, soit à d1 et d3 VXLYDQWO¶DGPLQLVWUDWLRQ. 
Nos résultats préliminaires (non-présentés dans ce mémoire) semblent indiquer que le 
recrutement de neutrophiles sHIDLWGqVOHOHQGHPDLQGHO¶DGPLQLVWUDWLRQGHEOpRP\FLQHG
chez les souris .2DORUVTXHFKH]OHVVRXULV:7O¶DXJPHQWDWLRQGHVUDWLRVGHQHXWURSKLOHV
est plus tardive (d3).  
Les mesures des marqueurs inflammatoires étant prises à d7, il se peut alors que les données 
QHVRLHQWSDV UHSUpVHQWDWLYHVGHO¶LQWHQVLWpGHOD UpSRQVHVL O¶exacerbation de la réponse 
inflammatoire chez les souris KO est plus précoce que chez les souris WT. Ces résultats 
SRXUUDLHQWDSSX\HUO¶K\SRWKqVH suggérant TXHO¶extinction de KvLQT1 modifie la cinétique 
des processus du SDRA.  
Nos données ont montré que les niveaux des cytokines et des chimiokines sécrétées par les 
souris KO en réponse à la bléomycine étaient moins élevés que chez les souris WT. 
/¶DEVHQFH G¶DJJUDYDWLRQ GHVPDUTXHXUV SUR-inflammatoires chez des souris déficientes 
pour un canal potassique a aussi été montrée par Schwingshackl et ses collaborateurs. Dans 
leur étude, les niveaux de la cytokine IL-6 et de MCP-1 varient moins chez les souris qui 
Q¶Hxpriment pas le canal potassique TREK-1 42. Les niveaux moins élevés de cytokines 
pro-inflammatoires observés pourraient être dus au nombre de neutrophiles plus faibles 
UHWURXYpVGDQV OHV%$/GHV VRXULV.22U WRXW FRPPHSRXU O¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUH OD
caractérisation de la sécrétion des niveaux de cytokines et de chimiokines à des temps plus 
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précoces nous permettrait de poser une hypothèse plus précise quant à la différence 
observée.   
Finalement, nos données montrent que l¶DFWLYDWLon du canal KvLQT1 par le R-L3 induit 
une forte baisse des paramètres inflammatoires induit par la bléomycine; ces données sont 
en concordance avec nos analyses histologiques. Nos résultats montrent en effet que le R-
/HQWUDvQHXQHGLPLQXWLRQGHO¶LQILOWUDWLRQFHOOXODLUHHWGXUHFUXWHPHQWGHVQHXWURSKLOHV
DXQLYHDXDOYpRODLUHDLQVLTX¶XQHEDLVVHGHODVpFUpWLRQGHVF\WRNLQHVSUR-inflammatoires. 
/¶activation du canal potassique pourrait également moduler les mécanismes de 
recrutement de cellules inflammatoires, minimisant la chimiotaxie des neutrophiles et 
induisant alors une baisse de la sécrétion des cytokines et des chimiokines. Le rôle dans 
O¶LQtégrité épithéliale du KvLQT1 pourrait aussi engendrer un changement dans la sécrétion 
des cytokines et des chimiokines par les cellules structurales telles les cellules épithéliales 
ATII et donc diminuer le nombre de neutrophiles recrutés au niveau alvéolaire.  
Nos données sur la réponse inflammatoire induite par la bléomycine suggèrent, tout comme 
SRXUOHPRGqOHGHWKLRXUpHTXHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.Y/47VHPEOHEpQpILTXHDXQLYHDX
physiologique. Notre étude portant sur le canal KvLQT1 dresse pour la première fois un 
SRUWUDLWGHVFULSWLIGHO¶LPSOLFDWLRQGHFHFDQDOVXUOHVLPSDFWVDXniveau alvéolaire.  
Finalement, de confirmer l¶LPSDFWGHO¶DFWLYDWLRQKvLQT1 dans un autre modèle in vivo 
de SDRA, par exemple induit par administration de LPS, permettrait de confirmer le rôle 
du canal dans la résolution du SDRA 67,119.  
 
 
 
117 
 
Conclusion  
Les études présentées dans ce mémoire, ainsi que celles décrites dans la littérature, appuient 
O¶LPSRUWDQFH GH OD UpSDUDWLRQ GH O¶pSLWKpOLXP GDQV OD UpVROXWLRQ UDSLGH HW HIILFDFH GHV
paramètres physiopathologiques du SDRA. Nos résultats ont permis de renforcer 
O¶K\SRWKqVH Gu rôle des canaux potassiques dans les mécanismes de réparation. /¶HIIHW
bénéfique dHO¶DFWLYDWLRQGXFDQDO.Y/47SDUODUpVROXWLRQGHVprocessus du SDRA dont 
O¶°GqPHSXOPRQDLUH OD UpSRQVH LQIODPPDWRLUH HW O¶LQWpJULWp DOYpRODLUH QRXV SHUPHWWHQW
alors de proposer le KvLQT1 comme cible potentielle pour le SDRA. Une thérapie 
pharmacologique combinant des activateurs du canal sodique ENaC et des canaux 
potassiques pourrait être une avenue potentielle pour la guérison du syndrome.  
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ABSTRACT 
Background: Extensive alveolar epithelial injury and remodelling is a common feature of 
acute lung injury and acute respiratory distress syndrome (ARDS) and it has been 
established that epithelial regeneration, and secondary lung oedema resorption, is crucial 
for ARDS resolution. Much evidence indicates that K+ channels are regulating epithelial 
repair processes; however, involvement of the KCa3.1 channels in alveolar repair has never 
been investigated before. 
Results: Wound-healing assays demonstrated that the repair rates were increased in 
primary rat alveolar cell monolayers grown on a fibronectin matrix compared to non-coated 
supports, whereas an anti-ȕ1-integrin antibody reduced it. KCa3.1 inhibition/silencing 
impaired the fibronectin-stimulated wound-healing rates, as well as cell migration and 
proliferation, but had no effect in the absence of coating. We then evaluated a putative 
relationship between KCa3.1 channel and the migratory machinery protein ȕ1-integrin, 
which is activated by fibronectin. Co-immunoprecipitation and immunofluorescence 
experiments indicated a link between the two proteins and revealed their cellular co-
distribution. In addition, we demonstrated that KCa3.1 channel and ȕ1-integrin membrane 
expressions were increased on a fibronectin matrix. We also showed increased intracellular 
calcium concentrations as well as enhanced expression of TRPC4, a voltage-independent 
calcium channel belonging to the large TRP channel family, on a fibronectin matrix. 
Finally, wound-healing assays showed additive effects of KCa3.1 and TRPC4 inhibitors 
on alveolar epithelial repair.  
Conclusion: Taken together, our data demonstrate for the first time complementary roles 
of KCa3.1 and TRPC4 channels with extracellular matrix and ȕ1-integrin in the regulation 
of alveolar repair processes. 
KEYWORDS: KCa3.1, TRPC4, ȕ1-integrin, fibronectin, epithelial wound repair, injury, 
migration, proliferation.  
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BACKGROUND 
Extensive damage and remodelling of the alveolar epithelium occur in various lung 
pathologies, including acute lung injury (ALI) and its more severe form, acute respiratory 
distress syndrome (ARDS) [1-3]. Alveolar regeneration, which is crucial to restore alveolar 
epithelial integrity and function, is thus a critical component of ARDS resolution and 
patient recovery [1,2,4].  
After damage, several cellular events are engaged in an attempt to restore alveolar integrity, 
including changes in cell-matrix adhesion through the action of matrix metalloproteinases 
and integrin receptors, cytoskeleton reorganization, cell spreading and migration, as well 
as cell proliferation and differentiation [5]. These complex processes integrate multiple 
mechanisms and proteins, which are regulated by various components such as growth 
factors, growth factor receptors and downstream signalling pathways [5-7]. Integrins play 
an active role in epithelial repair, not only by creating a link between the ECM and cell 
cytoskeleton but also by interacting with proteins involved in cell migration and 
proliferation, including growth factor receptors, protein kinases as well as ion channels [8-
11]. ȕ1-integrin, for example, has been shown to regulate alveolar type II (ATII) cell 
migration on fibronectin matrix [12]. Moreover, increased levels of fibronectin and 
collagen have been detected in lung tissues from patients with ARDS [13]. 
Increasing evidence also indicates a function of potassium (K+) channels in the regulation 
of epithelial repair processes [14]. More precisely, silencing or inhibition of different types 
of K+ channels has been reported to decrease epithelial cell proliferation [15-18], motility 
[15,16,19-23] and differentiation [20], as well as epithelial wound repair [15,16,24-26]. 
Our data on primary rat ATII cells previously highlighted an involvement of two types of 
K+ channels, i.e. KvLQT1 and KATP , in the control of cell proliferation, motility and repair 
[15]. A role for KCa3.1 channels in airway ion transport [27,28], as well as repair processes 
of several epithelial tissues [16,22,29] has also been established; however, the contribution 
of this channel in alveolar repair has not been explored before. 
The mechanisms whereby K+ channels control epithelial repair processes may be multiple, 
including changes in membrane potential, cell volume and shape, [Ca2+]i and various 
signalling pathways (for review see [14]). In addition, several reports indicated that 
different types of K+ channels (e.g. BKCa, Kv1.3, hERG, GIRK, Kir4.2) could also directly 
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interact with migratory machinery proteins, such as E1-integrins [30-33]. However, to the 
best of our knowledge, a relationship between the KCa3.1 and E1-integrin in epithelial 
cells has never been investigated before.  
Based on these data, we postulated that KCa3.1 and ȕ1-integrin play a complementary role 
during alveolar epithelial repair. We thus evaluated the roles of extracellular fibronectin 
matrix, ȕ1-integrin and KCa3.1 channels in alveolar repair processes, especially cell 
migration, proliferation and wound healing after mechanical injury. Finally, the regulation 
and complementary function of TRPC4 Ca2+ channels were explored.   
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METHODS 
Alveolar Epithelial Type I I  Cell Isolation and Primary Culture 
Alveolar epithelial cells were isolated from rat lungs according to a procedure approved by 
our institutional animal care committee (CIPA) of Centre de Recherche du Centre 
+RVSLWDOLHU GH O¶8QLYHUVLWp GH0RQWUpDO &5&+80 LQ DFFRUGDQFH ZLWK WKH &DQDGLDQ
Council of Animal Care (CCAC) standards. Alveolar epithelial type II (ATII) cells were 
isolated from adult male Sprague-Dawley rats (6±7 wk), according to a well-established 
protocol [15,34-36]. In brief, the lungs were washed to remove blood cells and alveolar 
macrophages before treatment with elastase (Worthington, Lakewood, NJ, USA). They 
were then minced, and the resulting suspension was filtered. Alveolar cells were collected 
and purified using a differential adherence technique [37], which enhances the purity of 
the ATII cell pool up to 86% [35,38]. Although most of the macrophages are bound on IgG 
coated plates during this differential adherence technique, some retained in the final post-
IgG cell mix (along with some red blood cells), where they likely constituted a significant 
proportion of non-alveolar cells in the cell prep at day 0 [38]. This freshly isolated cell 
suspension was seeded on Petri dishes (Corning, Fisher Scientific Ltd., Nepean, ON, 
Canada) or on glass slides (VWR International, Mississauga, ON, Canada) and adherent 
alveolar epithelial cells were cultured in minimal essential medium (MEM; Gibco, Life 
Technologies Inc., Burlington, ON, Canada) containing 10% FBS (Gibco, Life 
Technologies Inc.), 0.08 mg/l gentamicin, septra (3 µg/ml trimethoprime + 17 µg/ml 
sulfamethoxazole), 0.2% NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 10 mM 
HEPES (Hyclone, Fisher Scientific Ltd.) , and 2 mM L-glutamine (Gibco, Life 
Technologies Inc.), as previously described [15,35]. The MEM-FBS-septra medium was 
replaced after 3 days by the same MEM-FBS without septra. 
Wound-healing assay 
ATII cells, cultured for 3-4 days, were injured mechanically with a pipette tip (six wounds 
per Petri dish) according to a highly reproducible technique [15,16,39-42]. This commonly 
HPSOR\HG³ZRXQG-KHDOLQJDVVD\´DOORZVIRUWKHVWXG\RIHDUO\PHFKDQLVPVHQJDJHGDIWHU
injury, i.e. cell migration and proliferation [39]. A mark on the Petri dishes enabled us to 
photograph the wounds at exactly the same place at various times (at time 0 after injury 
and after 24 h of repair). The rate of wound closure, presented in ȝm2/h, was calculated 
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with ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) from the wound 
area measured after repair compared with the initial wound area, for each wound. 
Proliferation assay 
ATII cells were seeded at low density (52,000/cm2) in 35-mm Petri dishes for 3 days in 
MEM-FBS-septra medium and then exposed or not to TRAM-34 (Sigma-Aldrich) for a 
24-h period. Cell growth was evaluated by counting the number of ATII cells by separation 
with trypsin-EDTA (0.05%, Gibco, Life Technologies Inc.) before (at day 3, T0) and after 
(at day 4, T24h) treatment. The absence of drug cytotoxicity was verified by trypan-blue 
exclusion assay. The number of ATII cells was also counted at day 3 after transfection with 
negative control or KCa3.1 siRNAs (see section on siRNA transfection).    
Cell migration assays 
ATII cell migration was first evaluated by Boyden-type chamber assays, as previously 
described [15,39]. Briefly, primary ATII cells were separated with trypsin-EDTA (Gibco, 
Life Technologies Inc.), counted, and their viability was verified with Trypan blue assay 
(Sigma-Aldrich). A series of experiments was also performed on ATII cells previously 
transfected with negative control or KCa3.1 siRNAs (see section on siRNA transfection). 
The cell suspensions (75,000 cells in FBS-free MEM) were placed in the upper 
compartment of 8-ȝm pore filters (0.33 cm2, ThinCerts-TC inserts, Greiner Bio-one; MJS 
Biolynx, Brockville, ON, Canada) coated on the lower side with a gelatin (control 
condition, Sigma-Aldrich) or fibronectin matrix (Sigma-Aldrich). The lower compartment 
was filled with FBS-free MEM in the absence or presence of TRAM-34. After an 18-h 
migration period, the filters were washed with PBS, the cells were fixed with 
paraformaldehyde-acetone solution and then stained with hematoxylin (Sigma-Aldrich). 
Non-migrating cells in the upper compartment were scraped off with cotton-tipped 
applicators (Fisher Scientific Ltd.), whereas migrating cells on the lower face of the filters 
were counted in different randomly chosen fields under a light-inverted microscope at x20 
magnification. Two-D cell migration rates (µm/h) of single cells were also evaluated by 
single-cell tracking in live-video microscopy experiments. Images were captured at 5-min 
intervals over a 24-h period by digital camera connected to Zeiss microscope. The 
migration rates and cell trajectories were analyzed by AxioVision software (Carl Zeiss, 
Jena, Germany). 
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Immunoblotting of enriched ATI I  membrane fractions and co-immunoprecipitation of 
KCa3.1 and ß1-integrin 
For enriched membrane fraction assays, ATII cells were scraped into TRIS-sucrose buffer 
(20 mM TRIS HCl (Life Technologies Inc.), 5 mM EDTA (ACP, Montréal, QC, Canada), 
200 mM sucrose (Sigma-Aldrich), protease inhibitor cocktail (Complete Mini EDTA-free 
protease inhibitor cocktail, Roche Applied Science, Laval, QC, Canada)) and then 
homogenized with a glass putter for 1 min. Cell lysates were centrifuged 15 minutes at 
3,000 rpm (4°C), supernatants were collected and then centrifuged at 38,000 rpm for 1h30 
at 4°C. Supernatants were harvested and enriched membrane fractions in pellet were 
resuspended in lysis buffer (150 mM NaCl (ACP), 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1% Triton X-
100 (Fisher Scientific Ltd.), 0.1% SDS (Bioshop Canada Inc., Burlington, ON, Canada), 
protease inhibitor cocktail). Protein concentrations were then measured by Bradford assay 
and immunoblotting was conducted as described below. 
For co-immunoprecipitation assays, ATII cell lysis was performed in buffer 1 (150 mM 
NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1% Nonidet P40, and 0.5% sodium deoxycholate) from 
the immunoprecipitation kit (protein A, Roche Applied Science) following the 
manufacturer's instructions. The lysates were homogenized and isolated by centrifugation. 
After quantification using the Bradford method, 1±2 mg proteins from the soluble lysate 
were precleared with 50 ȝl of 50% protein A-agarose suspension. The precleared soluble 
lysates were then incubated for 1±2 h with a rabbit anti-KCa3.1 antibody (APC-064, 
Alomone Labs, Jerusalem, Israel) [43] or a mouse anti-E1-integrin antibody (610467, BD 
Biosciences, Mississauga, ON, Canada). The immunocomplexes were precipitated by 
overnight incubation at 4°C with 50 ȝl of 50% protein A-agarose suspension. After being 
washed twice with both buffer 1 (see composition above) and buffer 2 (500 mM NaCl, 50 
mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1% Nonidet P40, 0.05% sodium deoxycholate) and then once with 
buffer 3 (10 mM Tris·HCl, pH 7.5, 0.1% Nonidet P40, 0.05% sodium deoxycholate), 
proteins bound to beads were collected by centrifugation and eluted by 30±50 ȝl of 2X 
sample buffer (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 0.2% bromophenol 
blue, 4% E-mercaptoethanol). Control assays, in the absence of lysate or antibodies during 
IP, have also been performed.  
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Enriched membrane fraction proteins and immunoprecipitated proteins were then 
separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, 
Mississauga, ON, Canada) according to a well-established laboratory protocol [15,36]. 
After blocking, the membranes were incubated with anti-KCa3.1 (APC-064, Alomone 
Labs), anti-ȕ1-integrin (610467, BD Biosciences) or anti-TRPC4 (ACC-018, Alomone 
Labs) antibodies. After washing, the membranes were incubated with goat anti-rabbit (for 
KCa3.1 and TRPC4, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) and goat anti-mouse 
(for ȕ1-integrin, Millipore, Etobicoke, ON, Canada) IgG linked to horseradish peroxidase 
for 1 h. The intensity of each specific band was quantified with ChemiDoc XRS+ 
Molecular Imager and Image Lab software (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). 
Immunofluorescence assay 
ATII cells were seeded at low confluency on glass coverslips. On day 3, cells were fixed 
in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) in PBS for 
20 minutes and permeabilized with 0.1% triton X100 in PBS for 10 minutes at room 
temperature. After blocking in PBS containing 5% bovine serum albumin (Fisher Scientific 
Ltd.) for 1h30, cells were incubated with specific anti-KCa3.1 and E1-integrin antibodies 
for 1h30. Absence of background signal and non-specific staining was verified in control 
experiments, by omitting primary antibodies. Cells were then incubated with anti-rabbit-
CF633 (Sigma-Aldrich, for KCa3.1 detection) or Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse 
(Life Technologies Inc., for ȕ1-integrin detection) antibodies for 45 min. Slides were 
finally rinsed and counterstained with DAPI (Sigma-Aldrich). Fluorescent images were 
captured with an ExiAqua camera (QImaging, Surrey, BC, Canada) connected to an 
Olympus fluorescence microscope (Olympus, Richmond Hill, ON, Canada). 
Small interfering (si)RNA transfections 
After isolation, ATII cells in suspension were transfected with a combination of 
LipofectamineTM RNAiMAX (Invitrogen) and Universal negative control or KCa3.1 
siRNAs (Sigma-Aldrich). Five h after seeding, fresh complete MEM was added onto cells, 
which were then primary cultured for 3 to 4 days. Efficient transfection (>80%) was 
observed in these conditions and KCa3.1 silencing (>70%) was verified by PCR (see 
below).  
PCR amplifications 
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Five µg of total RNA purified from ATII cells with TRIzol reagent (Life Technologies 
Inc.) was reverse-transcribed into cDNA with MMLV reverse transcriptase (RT, Life 
Technologies Inc.) in the presence of oligodT primers (Invitrogen, Life Technologies Inc.). 
cDNAs were amplified with Taq polymerase (Life Technologies Inc.) and specific primers 
GHVLJQHG IURP VHTXHQFHV RI UDW .&D DQG 753& FKDQQHOV .&D ¶-
gctgttcatgactgacaacg-¶ DQG ¶-catagccaatggtcaggaac-¶ -ES SURGXFW 753& ¶- 
gattttgggaaatttctaggaatg-¶DQG¶-ctcatgatttgctatcagctgg-¶-ESSURGXFW753&¶- 
cgttccagtttctcttctggaccat-¶DQG¶- agcatcgtcctcgatcttctgg-¶-ESSURGXFW753&¶- 
tgatgaggtgaacgaaggtgaactg-¶DQG¶- tgcccacatttgtgccagagtca-¶-bp product; TRPC4 
¶- tctgcagatatctctgggaaggatgc-¶DQG¶- aagctttgttcgagcaaatttccattc-¶-bp product; 
753&¶- cccggcatgaattcacggag-¶DQG¶- catggtcggcaatgagctggtag-¶-bp product; 
753& ¶- gagaacataggctatgttctgtatggagtc-¶ DQG ¶- gccatcatcctcaatttcctgg-¶ -bp 
prRGXFW753&¶- tccctttaacctggtgccgagtc-¶ DQG¶- ttcagcatgcccatttccagg-¶-bp 
product. Primer pairs were designed in distinct exons to avoid genomic DNA amplification. 
RT-PCR amplification was undertaken according to a well-established laboratory protocol 
[35,36,44]. PCR products were normalized with the E-actin signal for each cDNA sample 
(E-DFWLQ¶-ctaaggccaaccgtgaaaag-¶DQG¶- gccatctcttgctcgaagtc-¶-bp product). The 
RT-PCR products were finally separated on agarose gels, stained with SYBR Safe (Life 
Technologies Inc.). Signals were detected by Typhoon Gel Imager and analyzed by 
ImaJH4XDQWVRIWZDUH0ROHFXODU'\QDPLFV%DLHG¶8UIp4&&DQDGD[35,36,44].  
Fura-2 calcium imaging 
Intracellular calcium concentration ([Ca2+]i) was monitored using the fluorescent dye Fura-
2. Briefly, ATII cells cultured on coverslips were loaded (1h15 at 37°c) with 5 µM Fura-
2-AM (Life Technologies Inc.) in MEM containing 0.04% pluronic F127 (Life 
technologies Inc.) followed by a 45 min de-esterification in MEM. Coverslips with loaded 
cells were then mounted in the imaging chamber on the stage of an inverted microscope 
(Nikon TE300, Mississauga, ON, Canada) and bathed with a physiological saline solution 
(PSS, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 11.1 mM glucose, 10 mM 
HEPES, pH 7.4). To measure the Ca2+ permeability through ATII cell plasma membranes, 
PSS was replaced by the same solution without Ca2+ and supplemented with 1 mM EGTA 
(PSS 0 Ca2+). Cells were then alternately excited at 340 and 380 nm with a high-pressure 
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mercury lamp via interference filters (Chroma Technology, Brattleboro, VT, USA) 
mounted on a filter wheel (Sutter Lamba 10-C, Sutter Instrument, Novato, CA, USA) with 
a dichroic mirror (510/540 nm, Chroma Technology). Fluorescence images were recorded 
at 5-s intervals by digital camera using Metafluor software (Molecular Devices, Guelph, 
ON, Canada) and analyzed with Metafluor Analysis (Molecular Devices). Fura-2 
fluorescence measurements (corresponding to the mean fluorescence values of 30 cells / 
field) are presented as [Ca2+]i, which was calculated accordingly to the Grynkiewicz 
equation [45], using a Kd of 225 nM. Rmax was determined by the addition of digitonin 
(4 µM, Sigma-Aldrich) to PSS (2mM Ca2+) and Rmin by subsequent addition of ethylene 
glycol-bis ([E-amino-ethyl ether)-111¶1
-tetraacetic acid (EGTA) at a final 
concentration of 20 mM.  
Statistical analysis 
The data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analyses 
were performed with GraphPad Prism version 5 for Windows (GraphPad software, San 
Diego, CA, USA) using Wilcoxon signed rank test and one sample sign test. Two-way 
Anova tests were performed with IBM SPSS Statistics 22 (IBM Corp., Armonk, NY). 
Differences were considered significant when p<0.05.  
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RESULTS 
  
Involvement of KCa3.1 in ATI I  epithelial repair on fibronectin matrix 
A well-established wound-healing assay with mechanical injury of primary ATII 
cell monolayers was used to study the contribution of KCa3.1 channels in the healing 
process. We first observed that the presence of TRAM-34 (5 and 10 µM), a specific KCa3.1 
inhibitor, did not affect the wound-healing rates of ATII cell monolayers in the absence of 
coating (Fig. 1B). In agreement with data from the literature [12], we then confirmed that 
the wound-closure rates of ATII cell monolayers grown on a fibronectin matrix were higher 
(38.3 r 3.0 x 103 µm2/h) compared to cells cultured in the absence of matrix (30.5 r 3.1 x 
103 µm2/h), i.e. an increase of 7.8 x 103 µm2/h (p<0.04, Fig. 1A and 1B). This stimulatory 
effect was partially prevented by an anti-ȕ1-integrin antibody (decrease of 3.5 x 103 µm2/h, 
p<0.02, not shown).  
We also observed a dose-dependent reduction of fibronectin-stimulated wound-
healing rates after KCa3.1 inhibition (15 and 33% inhibition in the presence of 5 and 10 
µM TRAM-34 respectively, Fig. 1B). In a previous study [15], we demonstrated an 
involvement of two other types of K+ channels, i.e. KvLQT1 and KATP, during alveolar 
repair which did not required fibronectin coating. We now verified that the wound healing 
rate on fibronectin coating (47.0 r 3.8 x 103 µm2/h) was also significantly reduced in the 
presence of KvLQT1 and KATP inhibitors (i.e., clofilium (5 µM) and glibenclamide (10 
µM), 32.1 r 5.0 x 103 µm2/h, p<0.04, not shown). Moreover, the combination of TRAM-
34 (20 µM), with clofilium and glibenclamide, elicited an additional inhibitory effect of 
the repair rates on fibronectin (24.4 r 4.4 x 103 µm2/h, p<0.04, not shown).  
Our data point to an involvement of KCa3.1 channels in the regulation of ATII 
wound repair in the presence of a fibronectin matrix. We then undertook complementary 
experiments to further assess the role of KCa3.1 in two crucial processes of epithelial 
repair, i.e. cell proliferation and migration.  
Impact of KCa3.1 inhibition on ATII  cell growth 
 ATII cell growth was evaluated by counting the number of cells at day 3 and 4 in 
subconfluent primary cultures, exposed to 5, 10 and 20 µM TRAM-34 over the 24-h period 
(day 3 to day 4). Similar to wound-healing assays, we observed that ATII cell growth was 
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not affected by KCa3.1 inhibition with TRAM-34 in the absence of fibronectin coating 
(Fig. 2A). However, TRAM-34 significantly decreased the growth of ATII cells cultured 
on fibronectin matrix (19, 17 and 24% reduction in presence of 5, 10 and 20 µM TRAM-
34 respectively, Fig. 2B). 
Involvement of KCa3.1 in ATI I  cell motility 
The role of KCa3.1 in ATII cell motility was assessed using two complementary 
approaches. Boyden-type chamber assays first showed that TRAM-34 exposure did not 
decrease the number of migrating cells in control conditions (absence of fibronectin matrix) 
(Fig. 3A, left panel), whereas fibronectin-stimulated cell migration was significantly 
reduced by TRAM-34 (12, 19 and 23% inhibition in the presence of 5, 10 and 20 µM 
TRAM-34 respectively, Fig. 3A, right panel). The involvement of KCa3.1 in 2D cell 
migration dynamics was then assessed by single-cell tracking in subconfluent ATII cell 
cultures using time-lapse video-microscopy experiments. As depicted in Fig. 3B, TRAM-
34 did not impact ATII cell trajectories and migration rates in the absence of coating (left 
panels, no coating). On the contrary, ATII cell trajectories on fibronectin matrix were 
altered by TRAM-34 and the mean migration rate (37 µm/h in absence of TRAM-34) was 
decreased to 31, 25 and 24 µm/h in the presence of 5, 10 and 20 µM TRAM-34, 
respectively (Fig. 3B, right panels). These results demonstrated a crucial role of KCa3.1 
channels in the control of ATII cell motility on fibronectin. 
Impact of KCa3.1 silencing on wound healing, cell proliferation and migration  
To confirm the role of KCa3.1, we then adopted a complementary approach with 
specific KCa3.1 siRNAs. After verification of siRNA efficiency (Fig.4A), we showed that 
KCa3.1 down-regulation did not reduced alveolar repair in the absence of coating (Fig. 4B, 
left), whereas it was associated with a significant decrease in wound-healing (28.8 ± 
2.3x103 ȝm2/h in the presence of KCa3.1 siRNA), compared to ATII cells exposed to 
negative control siRNA (33.9 ± 1.7x103 ȝm2/h, P<0.05, Fig. 4B, right) on fibronectin 
coating. The number of ATII cells at day 3 after transfection with negative control and 
KCa3.1 siRNAs was similar in non-coated conditions, whereas a small, non-significant 
decrease in cell proliferation was noted on fibronectin coating in the presence of KCa3.1 
siRNA (Fig. 4C). We also observed that the number of migrating cells through a Boyden 
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type chamber was significantly reduced after KCa3.1 silencing (siKCa3.1) in the presence 
of fibronectin, but not in the absence of matrix (Fig. 4D).  
Wound healing stimulation by KCa3.1 activation 
Because our data with TRAM-34 and siRNA indicated that alveolar wound repair 
on fibronectin matrix is, at least in part, dependent on KCa3.1 function, we next explored 
a potential beneficial impact of KCa3.1 activation on ATII wound-healing. As presented 
in Fig. 5, the repair rates of ATII cell monolayers grown in the absence of coating (30 r 2 
x 103 µm2/h) were stimulated by increasing concentrations of 1-EBIO. This KCa activator 
also enhanced the fibronectin-stimulated wound repair, reaching a rate of 42 r 3 x 103 
µm2/h in the presence of coating and 200 µM 1-EBIO.	   
Relationship between KCa3.1 channels and E1-integrin  
Based on our data indicating a cooperative role played by KCa3.1 and fibronectin 
matrix in alveolar wound repair, we then decided to further investigate a possible 
relationship between the KCa3.1 channel and the E1-integrin, a receptor and signal 
transducer of fibronectin [12].  
We first explored a possible spatial co-distribution of KCa3.1 channel and ȕ-1 
integrin. As shown in Fig. 6A, both KCa3.1 and E1-integrin proteins were detected by 
immunofluorescence assays in ATII cells. More importantly, these two proteins were 
predominantly co-distributed at the plasma membrane (Fig. 6A, top merge panel). It 
should be noted that there was no, or very diffuse, signal with secondary antibodies in 
control experiments in the absence of respective primary antibodies (Fig. 6A, negative 
controls).  
We then assessed a possible assembly of these two proteins using co-
immunoprecipitation assays. Expression of E1-integrin and KCa3.1 proteins was first 
confirmed by western blotting on ATII cell extracts (Fig. 6B, lane 1, « total lysate »), where 
doublets of 120-105 (mature and immature E1-integrin proteins, IB: E1-integrin) and 51 
kDa (IB: KCa3.1) bands were detected using anti-ȕ1-integrin and anti-KCa3.1 antibodies, 
respectively. Interestingly, KCa3.1 proteins was also detected after immunoprecipitation 
(IP) using anti-E1-integrin antibody (Fig. 6B, lane 2, « E1-integrin IP », IB: KCa3.1). We 
also detected E1-integrin proteins, after KCa3.1 immunoprecipitation (Fig. 6B, lane 3, « 
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KCa3.1 IP », IB: E-integrin). This result thus showed for the first time that KCa3.1 could 
form an immunoprecipitable complex with the ȕ-1 integrin in the ATII cells.  
The expression levels of KCa3.1 and E1-integrin proteins in enriched membrane 
fractions of ATII cells were then compared in the presence or absence of fibronectin 
coating. We noted that ATII cells grown in the presence of fibronectin matrix expressed a 
higher level of the KCa3.1 and E1-integrin proteins in their membrane fractions (~50% and 
80% enhancement, respectively) compared to cells cultured in the absence of coating (Fig. 
6C). This observation reinforced the hypothesis of a relationship between E1-integrin and 
KCa3.1.  
Involvement of calcium transport in fibronectin-stimulated ATI I  wound repair 
The involvement of KCa3.1, which is a calcium-activated potassium channel [46], 
during ATII wound repair on fibronectin, suggested that changes in intracellular calcium 
may occur in these conditions. We first evaluated the variation in >Ca2+@i using Fura-2 
assays in the presence and absence of fibronectin coating. We first noted that the steady-
state >Ca2+@i was higher (78.8 ± 8.8 nM) in ATII cells cultured on fibronectin compared to 
the control condition (absence of coating, 53.8 ± 4.3 nM, Fig. 7A). The plasma membrane 
Ca2+ permeability of ATII cells was also estimated by replacing the saline solution bathing 
the cells, which contained 2 mM Ca2+, by a Ca2+ free saline solution supplemented with 1 
mM EGTA. This extracellular Ca2+ removal was followed by a reduction in >Ca2+@i level 
of 30.3 ± 3.1 nM in absence of coating. Notably, the change in >Ca2+@i was higher (43.8 ± 
5.1 nM) in the presence of fibronectin (Fig. 7B).  
Because calcium membrane transport mechanisms in ATII cells are not well 
defined, we decided to investigate the identity of Ca2+ channels that could be involved in 
the observed modifications in Ca2+ levels in cell grown on fibronectin. We focused on a 
subgroup of the large TRP channel family, the TRPC channels [47,48], because at least 
one member of this subfamily has already been proposed as a functional partner of KCa3.1 
[49]. Using RT-PCR, we detected the mRNA expression of all seven members of the TRPC 
family (TRPC1 to TRPC7, Fig. 8A). As shown in Fig. 8B, a huge enhancement in TRPC4 
mRNA expression was observed in ATII cells cultured on fibronectin matrix (compared to 
the control, non-coated condition), whereas the increase in TRPC2, 3 and 5 mRNA was 
non-significant. Similar to KCa3.1 and E1-integrin proteins, we also measured an 
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enhancement of the relative level of the TRPC4 protein expressed in the enriched 
membrane fraction in ATII cells cultured on fibronectin (compared to no coating, Fig. 8C).  
A final series of experiments was undertaken to examine the involvement of TRPC4 
channels, using the specific inhibitor ML-204 [50], in fibronectin-stimulated alveolar 
wound repair. As previously observed after KCa3.1 inhibition with TRAM-34 (Fig. 1B), 
blocking of TRPC4 channels with ML-204 (Fig. 8D, ML-204) did not significantly reduce 
the wound-healing rates of ATII monolayers in the absence of coating, whereas ML-204 
significantly decreased the rates on fibronectin matrix (fibronectin + ML-204). Finally, an 
additive inhibitory effect of TRAM-34 on wound-healing rates was observed, suggesting 
a complementary role played by KCa3.1 and TRPC4 channels during ATII epithelial repair 
on fibronectin (Fig. 8D, fibronectine + ML-204 + TRAM-34).  
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DISCUSSION 
Our study revealed that Ca2+-activated KCa3.1 channels and interactions with 
integrin receptor and extracellular matrix component (fibronectin) play a significant role 
in alveolar wound repair processes. Specifically, we highlighted a relationship between E1-
integrin, a fibronectin receptor and signal transducer, and KCa3.1 channels. We also found 
that the presence of a fibronectin coating is associated with elevated steady state >Ca2+ @i as 
well as ȕ1-integrin, KCa3.1 and TRPC4 channel membrane expression. Finally, our data 
indicate complementary roles of ECM, ȕ1-integrin, KCa3.1 and TRPC4 channels during 
alveolar repair processes (recapitulative scheme presented in Fig. 9). 
The observed increases in ATII wound-healing (Fig. 1) and cell migration (Fig. 3) 
rates on fibronectin confirm importance of this extracellular matrix component in alveolar 
repair, in agreement with previous studies. Indeed, Kim et al. demonstrated using Boyden 
chamber assays that alveolar epithelial cell migration was increased in the presence of 
either soluble or coated fibronectin [12]. A role for this extracellular matrix component has 
also been shown in other epithelial tissues, including in the cornea [51].   
One of our previous studies [15] demonstrated that KvLQT1 and KATP channels 
actively participate in the control of ATII wound healing in the absence of fibronectin 
coating, whereas our present data (Figs. 1 and 4B) indicate that KCa3.1 did not affect the 
wound repair rates in these conditions. Interestingly, both KCa3.1 pharmacological 
inhibition and molecular silencing impaired fibronectin-stimulated ATII wound-repair 
rates (Figs 1, 4B). This discrepancy could be explained by variable basal activity of 
KvLQT1, KATP and KCa3.1 channels in ATII cells. Indeed, it is possible that KCa3.1 
channels require a signal, through E1-integrin activation in presence of fibronectin, to 
participate in ATII wound-healing processes, whereas KvLQT1 and KATP channels may 
exhibit sufficient basal activity to regulate alveolar epithelial repair even in absence of 
coating. In agreement with this hypothesis our data indicated an additive effect after 
concomitant inhibition of KvLQT1, KATP and KCa3.1 channels on fibronectin matrix. It 
could also be postulated that the TRAM-34-sensitivity on fibronectin coating could be due 
to the observed increased expression (Fig. 6C) of KCa3.1/integrin proteins, which 
cooperate to regulate alveolar repair, migration and proliferation in this condition. A role 
for KCa3.1 channels in the control of both ATII cell proliferation and migration on 
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fibronectin (Fig. 4) was also confirmed by the siRNA approach. Such an involvement of 
KCa3.1 in cell motility [52-55] or proliferation [56,57] had previously been established in 
other cell types.  
The observation that KCa3.1 function in alveolar repair is dependent on the 
presence of fibronectin suggests a potential link between KCa3.1 and extracellular matrix 
receptors, such as integrins. In agreement with this hypothesis, our immunofluorescence 
and co-immunoprecipation experiments (Fig. 6) demonstrate for the first time a cellular 
co-distribution and a potential physical link between KCa3.1 and E1-integrin in ATII cells. 
Although such observations have never been reported before in native epithelial cells, 
physical or functional interactions between other types of K+ channels (e.g. BKCa, Kv1.3, 
hERG, Kir4.2) and integrins have already been reported in other cell types [30-33]. Levite 
et al., for example, reported a physical association between Kv1.3 channels and ȕ1-
integrin, detected by co-immunoprecipitation assays, in human T cells [32]. The same 
approach was undertaken in a neuroblastoma cell line to identify a link between hERG1 
channel and ȕ1-integrin, which were also co-localized [30].  
In the present study, we observed a significant increase in ȕ1-integrin and KCa3.1 
expression in the membrane fraction of ATII cells cultured on fibronectin coating (Fig. 
6C). Although our data did not allow us to define which cellular mechanism could explain 
this observed up-regulation, it has been proposed in other studies that protein 
phosphorylation, Ca2+ signalling or G proteins could be responsible for the modulation of 
K+ channel properties by integrins [9,58]. In agreement with our results, it has been also 
shown that the level of hERG channel co-immunoprecipitated with ȕ1-integrin is increased 
after ȕ1-integrin activation [30]. 
Due to the Ca2+ sensitivity of KCa3.1 channels, the levels of >Ca2+@i in ATII cells in 
the absence or presence of a fibronectin matrix were also analyzed. Our data showed that 
>Ca2+@i is significantly higher in the presence of fibronectin (Fig. 7). This result is in 
agreement with a study by Sjaastad et al., [59] showing that integrin activation in MDCK 
cells, using microbeads coated with RGD motif, was associated with >Ca2+@i increase, most 
probably through a Ca2+ influx. Our Fura-2 assays also indicated that membrane Ca2+ 
permeability in ATII cells was enhanced in the presence of fibronectin. In an attempt to 
define the identity of the membrane Ca2+ channel(s) that may be involved in that response, 
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we decided to focus on the TRPC family, because TRPC3 channel has already been shown 
to facilitate the KCa3.1 channel activation [49]. Although we detected all members of the 
TRPC family (TRPC1-7, [47], Fig. 8) in ATII cells, only TRPC4 mRNA expression was 
significantly enhanced in the presence of fibronectin. Moreover, analysis of protein 
expression in membrane fraction revealed that TRPC4 levels, similarly to KCa3.1 and ȕ-1 
integrin, were significantly enhanced in ATII cells cultured on fibronectin coating (Fig. 
8C). The signalling pathways responsible for TRPC4 up-regulation were not elucidated in 
our study; however, it has previously been demonstrated that TRPC4 membrane 
translocation was dependent of Src phosphorylation after EGF stimulation [60]; a 
phosphorylation pathway also known in the regulation of ion channels by integrin [9,58]. 
The relative contribution of TRPC4, as well as other types of Ca2+ channels, including 
voltage-dependent and independent Ca2+ channels to the complex Ca2+ signal during 
wound repair or after changes in integrin and K+ channel activation has not been evaluated 
in that study but would deserve further investigation.  
Finally, we observed for the first time that TRPC4 channels are involved in ATII 
wound healing. In fact, we measured a 3-fold stronger inhibition of ATII wound repair 
rates with the TRPC4 inhibitor ML204 on the fibronectin matrix than in the absence of 
coating. This effect is in agreement with the observed increased TRPC expression on 
fibronectin coating. Although a function of TRPC4 channels in alveolar repair has never 
been reported before, other members of the TRPC family have already been described as 
regulators of cell migration in non-tumoural cells (TRPC1 and TRPC3 in intestinal 
epithelial cells or monocytes respectively [61,62]) or in lung cancer cells (TRPC1, 3, 4 and 
6 [63]). Furthermore, we observed that the combination of KCa3.1 and TRPC4 inhibitors 
led to an additive inhibitory effect (Fig. 8D), suggesting that these two channels are 
complementary partners in the control of ATII wound healing on fibronectin.  
As described above, our data using KCa3.1 inhibition or silencing demonstrated 
that KCa3.1 may act as a regulator of the ATII wound-healing repair in vitro. Interestingly, 
we also showed that the ATII wound-healing rates were improved in the presence of the 
KCa activator 1-EBIO (Fig. 5). Based on this evidence, it may be postulated that KCa3.1 
could play an important role in the alveolar epithelial repair after injury and may thus be 
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identified as a potential therapeutic target for alveolar epithelial repair after acute lung 
injury in vivo. Such a strategy remains to be further investigated, however.  
CONCLUSION 
Our data demonstrate for the first time the complementary roles of fibronectin 
matrix, ȕ-1 integrin, KCa3.1 and TRPC4 channels in the regulation of alveolar epithelial 
repair processes (Fig. 9). Moreover, our study highlights an improvement in ATII wound-
healing after treatment with 1-EBIO, suggesting use of KCa3.1 activators as potential 
therapeutic strategy to favor the resolution of acute lung injury in vivo.  
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Impact of KCa3.1 inhibition on fibronectin-stimulated ATI I  wound repair.  
ATII cell monolayers, grown in the absence (no coating) or presence of fibronectin coating, 
were injured mechanically and wound-healing rates were measured over a 24-h period, in 
the presence or absence of the KCa3.1 inhibitor TRAM-34. Representative photographs 
(x4 magnification) at time 0 (T0) and 24h (T24) after injury in each condition are presented 
in A. The wound edge is indicated by the dotted lines. B. Mean wound-closure rates 
(µm2/h) are compared in control (0) and TRAM-34 (5 and 10 µM) treated monolayers, in 
the absence or presence of fibronectin coating (n=6). * p<0.05. 
Figure 2. Involvement of KCa3.1 channels in ATI I  cell proliferation.  
Subconfluent ATII cells grown for 3 days in the absence (A) or presence of fibronectin 
coating (B) were exposed to increasing TRAM-34 concentrations (5, 10 or 20 µM) for 24 
h. Cell proliferation was estimated at day 3 (T0, before treatment) and day 4 (T24h) in each 
condition. (n=8). * p<0.05. 
Figure 3. Impact of KCa3.1 inhibition on ATI I  cell motility.  
ATII cell migration was evaluated using Boyden-type assays (A) and single cell tracking 
in live time-lapse videomicroscopy (B). The number of migrating ATII cells were 
measured over an 18-h period in the absence (0) or presence of 5, 10 or 20 PM TRAM-34 
and compared in the absence (A, no fibronectin coating, left panel) or presence of 
fibronectin (A, right panel) (5 fields/insert, 3 inserts/condition, n=4-6). 2D cell migration 
rates (B) were evaluated by ATII single-cell tracking (a15 cells/field, 2 
fields/condition/experiment, n=6) over a 24-h period in the absence (0) or presence of 
TRAM-34 (5, 10 and 20 µM). Representative trajectories of ATII cells in the absence or 
presence of a fibronectin matrix, in control condition and in the presence of 20 µM TRAM-
34 are presented in the top panel (B). Colors indicate 0-h (blue) to 24-h (red) time points. 
* p<0.05. 
Figure 4. Delayed ATI I  wound repair and reduced cell proliferation and migration after 
KCa3.1 silencing in the presence of fibronectin coating.  
ATII cells were transfected with negative control siRNA (siRNA control) or siRNAs 
directed against KCa3.1 (siKCa3.1) and then seeded in the absence or presence of 
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fibronectin coating. KCa3.1 silencing was verified by PCR (A, n=7). A representative 
agarose gel is presented on the left. (B) Wound-healing rates (in µm2/h) were measured at 
24h after injury among cells transfected with control or KCa3.1 siRNAs in the absence of 
coating (left) and in the presence of fibronectin matrix (right) (n=7). The number of ATII 
cells was counted at day 3 of culture after transfection with control or KCa3.1 siRNAs 
(n=14, C). The number of migrating ATII cells, transfected 3 days before with control or 
KCa3.1 siRNAs, was measured in a Boyden type chamber over an 18-h period in the 
absence (no coating) or presence of fibronectin (n=6, D).* p<0.05. 
 
Figure 5. ATI I  wound repair stimulation with 1-EBIO.  
ATII cell monolayers grown for 3 days in the absence or presence of fibronectin coating 
were treated with increasing 1-EBIO concentrations (50, 100 and 200 µM) before 
wounding and wound-repair rates (in µm2/h) were measured over a 24-h period (n = 7). 
Representative photographs (x4 magnification) at time 0 (T0) and 24h (T24) after injury in 
the presence or absence of 100 µM 1-EBIO are presented in the upper panel.* p<0.05. 
Two-way Anova statistical analysis revealed that both the coating (p=0.01) and 1-EBIO 
(p=0.007) elicited a significant effect on the wound repair rates. Moreover, the values of 
the fibronectin group (1-EBIO (0, 50, 100, 200 µM) + fibronectin) were statistically higher 
than the values of the uncoated group (1-EBIO (0, 50, 100, 200 µM), no coating).   
 
Figure 6. Cellular co-distribution, co-immunoprecipitation and membrane expression of 
ȕ1-integrin and KCa3.1 channels. 
A. Representative immunofluorescence images of KCa3.1 and ȕ1-integrin staining 
performed on ATII cells using anti-KCa3.1, anti-ȕ1-integrin, anti-rabbit 633 (for KCa3.1 
detection) and anti-mouse 488 (for ȕ1-integrin detection) antibodies. Color superposition 
shows similar cellular distribution of KCa3.1 and ȕ1-integrin in ATII cells (merge panel, 
Scale bars, 10 µm). No or diffuse signal was detected with the Alexa fluor 488 and Alexa 
fluor 633 coupled secondary antibodies in control experiments (negative controls). B. 
Representative immunoblots showing ȕ1-integrin and KCa3.1 co-immunoprecipitations. 
ȕ1-integrin (upper panels, IB: ȕ1-integrin) and KCa3.1 (lower panels, IB: KCa3.1) proteins 
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were revealed with specific antibodies after ȕ1-integrin and KCa3.1 immunoprecipitation 
with anti-ȕ1-integrin (lane 2 « ȕ1-integrin IP ») or anti-KCa3.1 (lane 3 « KCa3.1 IP ») 
antibodies in ATII cell extracts. Endogenous expression of ȕ1-integrin and KCa3.1 
proteins in ATII cell lysate is also shown in lane 1, « Total Lysate ». Lanes 4 and 5 are 
negative control assays showing an absence of band in IB (IB ȕ1-integrin and IB KCa3.1) 
after IP in the absence of lysate (lane 4, « Negative IP Control (no lysate) ») and in the 
absence of ȕ-integrin and KCa3.1 antibodies (lane 5, « Negative IP control (no antibody) 
»). C. The level of E1-integrin and KCa3.1 channel expression in membrane fractions were 
determined by immunoblotting using anti-E1-integrin and anti-KCa3.1 antibodies. A 
representative immunoblot is shown in the left panel. The band intensities were compared 
in control condition (no coating, -) and in the presence of a fibronectin (+) matrix (right 
panel, n=11). * p<0.05. 
Figure 7. Impact of fibronectin coating on calcium signal in ATI I  cells. 
A. [Ca2+]i was measured using Fura-2 in ATII cells bathed with a physiological saline 
solution containing 2mM Ca2+ and compared in the absence (-) or presence (+) of 
fibronectin coating. B. Ca2+ permeability through ATII cell membranes was evaluated after 
external calcium removal. Illustrative traces showing the decrease of [Ca2+]i as a function 
of time in absence (no coating) or in presence of fibronectin matrix (fibronectin) after PSS 
0 Ca2+ application are presented on top panels B. The mean amplitudes of [Ca2+]i decrease 
were compared in the absence or in presence of fibronectin matrix (bottom panel, B). 
(n=10) * p<0.05. 
Figure 8. Expression of TRPC channels in ATI I  cells and complementary roles of 
TRPC4 and KCa3.1 in wound repair on fibronectin matrix. 
Representative agarose gel showing PCR products amplified from ATII cDNA with PCR 
primer pairs designed from rat TRPC channels (A). TRPC channel relative mRNA 
expressions were normalized to ȕ-actin and compared between no coating and fibronectin 
matrix conditions (B, n = 16-20). C. Levels of TRPC4 protein expression in membrane 
fractions were measured by immunoblotting using specific anti-TRPC4 channel antibody 
and band intensities were compared between control (no coating) and fibronectin matrix 
conditions (C, right panel, n = 11). A representative immunoblot is shown in the left panel. 
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D. ATII cells, cultured in the absence (-) or presence (+) of a fibronectin coating, were 
injured mechanically and the wound-healing rates (µm2/h) over a 24-h period were then 
compared in control condition (-), in presence of the TRPC4 inhibitor ML-204 (100 µM, 
+) (n = 8) or a combination of ML-204 (100 µM) and TRAM-34 (20 µM) (D, n = 7). * 
p<0.05. 
Figure 9. Complementary roles of ECM, ȕ1-integrin, KCa3.1 and TRPC4 channels 
during alveolar repair process. 
The presence of fibronectin matrix evokes an increase in membrane expression of ȕ1-
integrin, KCa3.1 and TRPC4, an elevation of steady-state [Ca2+]i and a stimulation of ATII 
wound healing. This stimulation is dependent, at least in part on KCa3.1 and TRPC4 
channel activity. Our data also highlighted a relationship between KCa3.1 and ȕ1-integrin.  
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